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© Verfahren zur Verbesserung der Stabilitat von Enzymen und stabilisierte Enzyme. 

© Beschrieben wird die Stabilisierung von Enzymen gegen destabilisierende Einwirkung von ionischen Tensi- 
den und derart stabilisierte Enzyme. Zur Stabilisierung werden DNA-Sequenzen, die fur die Enzyme codieren, in 
bestimmten Positionen, die zu bestimmten Oberflachenbereichen des Enzyms korrelieren, derart durch gerichte- 
te Mutation verandert, daB das Codon, in welchem sich die Mutation befindet, nunmehr fur eine gegenGber der 
ursprunglichen Aminosaure andere Aminosaure codiert. 
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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Verbesserung der Stabilitat von Enzymen 
gegenGber ionischen Tensiden durch gerichtete Mutagenese von fur diese Enzyme codierenden DNA- 
Sequenzen und nachfolgende Expression dieser Enzyme mit verbesserter ionischer TensidstabilitSt. 

Enzyme wie Proteasen, Lipasen, Amylasen, Cellulasen etc. sind wertvolle industrielle Produkte mit 

5 vorteilhaften Anwendungen in der Waschmittelindustrie, da sie z. B. enzymatisch spaitbare Verunreingun- 
gen abbauen und somit eine leichtere Entfernung dieser Verunreinigungen ermoglichen. Urn wirksam zu 
sein, mussen diese Enzyme nicht nur enzymatische Aktivitat unter Waschbedingungen (pH-Wert, Tempera- 
tur) besitzen, sondern mussen daruber hinaus auch mit anderen Waschmittelbestandteilen, insbesondere 
z.B. in Kombination mit Tensiden, vertraglich sein, d.h. in Gegenwart dieser Substanzen ausreichende 

70 Stabilitat und ausreichende Wirksamkeit aufweisen. Hierbei konnen insbesondere die in Wasch- und 
Reinigungsmitteizusammensetzungen haufig verwendeten Tenside ionischen Typs die Stabilitat der verwen- 
deten Waschmittelenzyme negativ beeinflussen, so da/3 die Aktivitat der Enzyme in Gegenwart des 
ionischen Tensids rasch absinkt und die Aktivitat selbst bei kurzen Waschzyklen von etwa 30 Minuten kaum 
ausreichend genutzt werden kann. Die auf die mangelnde Stabilitat der Enzyme gegenUber ionischen 

75 Tensiden zuriickzufuhrende unzureichende Ausnutzung der enzymatischen Aktivitat wahrend des Wasch- 
bzw. Reinigungsvorganges bedingt somit auch deutlich verminderte Wasch- bzw. Reinigungsleistungen. 
Eine gute Stabilitat der Wasch- und Reinigungsmittelenzyme gegenGber ionischen Tensiden ist insbeson- 
dere fQr Flussigformulierungen von Wasch- und Reinigungsmitteln erforderlich, da die Enzyme in diesen 
Formulierungen nicht wie in Pulverformulierungen durch Beschichtungsverfahren gegen destabilisierende 

20 Einwirkungen anderer Formulierungskomponenten, wie insbesondere ionische Tenside, geschUtzt werden 
konnen. 

Es bestand daher die Aufgabe, Enzyme mit einer guten Stabilitat gegenuber ionischen, insbesondere 
anionischen, Tensiden bereitzustellen und ein hierfur geeignetes Verfahren anzugeben. 

Es wurde gefunden, da/3 in Enzymen durch Austausch von Aminosauren in einem hydrophoben 
25 Oberflachenbereich des Enzyms eine gute Stabilitat gegenGber ionischen Tensiden erzielt werden kann. 

Gegenstand der Erfindung sind gegen destabilisierende Einwirkungen von ionischen Tensiden stabili- 
sierte Enzyme, bei denen wenigstens eine der Aminosauren, die sich in einem hydrophoben Oberflachen- 
bereich des Enzyms Oder in direkter Nachbarschaft zu diesem hydrophoben Oberflachenbereich befinden, 
durch eine andere Aminosaure ausgetauscht ist, wobei 
30 (a) eine hydrophobe Aminosaure, deren Aminosaurerest an der Bildung eines hydrophoben Oberflachen- 
bereiches beteiligt ist, in dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine Aminosaure mit 
ionischem Aminosaurerest befindet, durch eine andere Aminosaure mit hydrophilem Aminosaurerest 
ausgetauscht ist, und/oder wobei 

(b) eine polare, ungeladene Aminosaure, die an einen hydrophoben Oberflachenbereich angrerizt, in 
35 dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine Aminosaure mit ionischem Aminosaurerest 

befindet, durch eine gegenuber der ursprunglichen Aminosaure sterisch anspruchvollere Aminosaure, 
vorzugsweise durch eine sterisch anspruchvollere Aminosaure mit einem langkettigeren hydrophilen 
Aminosaurerest, ausgetauscht ist, und/oder wobei 

(c) eine ionische Aminosaure, die sich in raumlicher Nachbarschaft zu einem hydrophoben Oberflachen- 
40 bereich befindet, durch eine Aminosaure mit einem ungeladenen hydrophilen Aminosaurerest Oder durch 

eine geladene Aminosaure, deren Aminosaurerest eine zum ionischen Tensid gleichgerichtete Ladung 
aufweist, ausgetauscht ist. 
In einer zweckmafligen Ausgestaltung der Erfindung liegen Enzyme vor, in denen die ursprCingliche 
Aminosaure gemafl (a), (b) und/oder (c) in bzw. bei. einem solchen hydrophoben Oberflachenbereich des 
45 Enzyms ausgetauscht ist, der auf der Enzymoberflache als eine Vertiefung, insbesondere als eine Mulde, 
eine Senke Oder ein in das Enzyminnere eindringendes Loch, ausgebildet ist. 

Ohne hier eine bestimmte Theorte festlegen zu wollen, kann angenommen werden, dafl geladene 
Gruppen von ionischen Tensiden durch elektrostatisch entgegengesetzt geladene Bereiche auf der Enzym- 
oberflache angezogen werden und durch elektrostatische Krafte eine erste Bindung mit dem Enzym 
so eingehen. Es kann wahrscheinlich angenommen werden, dafl nach dieser ersten Bindung des ionischen 
Tensids der langkettige unpolare Rest des TensidmolekGIs in enge Wechselwirkung mit zuganglichen 
hydrophoben Oberflachenbereichen des Enzyms treten kann, die sich in direkter Nachbarschaft zur 
elektrostatischen Bindungsstelle des ionischen Tensids befinden. Die Wechselwirkungen zwischen dem 
apolaren Tensidrest und dem hydrophen Oberflachenbereich des Enzyms kann zur Denaturierung des 
55 Enzyms und damit zu dessen Desaktivierung fuhren, insbesondere dann, wenn der hydrophobe Bereich als 
Mulde, Senke oder Loch ausgebildet ist. Hierdurch wird dem apolaren Tensidrest der Zugang in den 
hydrophoben Kern des Enzyms ermoglichst, sofern dem apolaren Tensidrest der Weg in das Enzyminnere 
nicht durch stabile Strukturelemente des Enzyms wie beispielsweise eine Helix oder eine rigide Faltung etc. 
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versperrt wird. Kann der apolare Tensidrest, insbesondere im Falle von hydrophoben Mulden, Senken oder 
Lochern, uber den hydrophoben Oberflachenbereich des Enzyms leicht in das Enzyminnere eindringen, so 
ist die Auffaltung und des Desaktivierung des Enzyms wahrscheinlich. 

In bevorzugten stabilisierten Enzymen der Erfindung ist die Stabilitat des Enzyms gegen destabilisie- 

5 rende Einwirkung von anionischen Tensiden durch einen Aminosaureaustausch gema/3 (a) oder (b) Oder 
durch einen Austausch einer kationischen Aminosaure durch eine Aminosaure mit einem ungeladenen 
hydrophilen oder mit einem anionischen Aminosaurerest verbessert. 

Die erfindungsgemafien stabilisierten Enzyme konnen an sich jedes in der Wasch- und Reinigungsmit- 
telindustrie einsetzbare Enzym umfassen, beispielsweise Enzyme wie Proteasen, Lipasen, Amylasen, 

10 Pullulanasen, Glucanasen, Pektinasen, Nukleasen, Oxidoreduktasen etc. Zweckmafiig sind als stabilisierte 
Enzyme insbesondere Proteasen, Lipasen, Amylasen oder Cellulasen, wobei gegen destabilisierende 
Einwirkungen von ionischen Tensiden stabilisierte Proteasen in einer Ausgestaltung der Erfindung bevorzugt 
sind. Im Folgenden wird daher die Erfindung stellvertretend fur die vorstehend genannten Enzyme am 
Beispiel der Proteasen eingehender beschrieben. Als Proteasen sind insbesondere die sogenannten 

rs Subtilisine vorteilhaft. Subtilisine sind alkalische Serinproteasen, d.h. Proteasen mit pH-Optimum im alkali- 
schen pH-Bereich und mit einem essentiellen Serinrest im aktiven Zentrum. Die Subtilisine der vorliegenden 
Erfindung konnen durch Kultivierung von Gram-positiven Bakterien oder Pilzen gewonnen werden. Sehr 
bekannte Subtilisine des Standes der Technik werden aus Bacillus-Stammen gewonnen, beispielsweise 
Subtilisine wie Subtilisin BPN' oder Subtilisin Carlsberg. Hierzu gehoren auch alkalische Proteasen, die 

20 durch Kultivierung von Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis oder Bacillus 
lentus gewonnen werden konnen. Ganz besonders bevorzugte Subtilisine sind die hochalkalischen Serinpro- 
teasen, die insbesondere durch Kultivierung von Bacillus-Spezies wie z.B. Bacillus alcalophilus gewonnen 
werden konnen. 

In einer speziellen Ausgestaltung der Erfindung besitzen diese hochalkalischen Proteasen eine Amino- 

25 saurensequenz mit mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 %, insbesondere aber mindestens 95 % 
Homologie zu der in Fig. 1 angegebenen Aminosaurensequenz, wobei in der Aminosaurensequenz der 
hochalkalischen Protease wenigstens eine der ursprtinglichen Aminosauren wie oben unter (a), (b) und/oder 
(c) angegeben gegen eine andere Aminosaure ausgetauscht ist 

Unter Homologie zu der in Fig. 1 angebenen Aminosaurensequenz wird hier die strukturelle Verwandt- 

30 schaft der betreffenden Aminosaurensequenzen zu der in Fig. 1 angegebenen Aminosaurensequenz 
verstanden. Zur Bestimmung der Homologie werden jeweils die einander strukturell entsprechenden 
Abschnitte der Aminosaurensequenz der Fig. 1 und der damit zu vergleichenden Aminosaurensequenz so 
zur Deckung miteinander gebracht, daJ3 maximale Strukturubereinstimmung zwischen den Aminosaurense- 
quenzen besteht, wobei durch Deletion oder Insertion einzelner Aminosauren verursachte Unterschiede 

35 berOcksichtigt und durch entsprechende Verschiebungen von Sequenzabschnitten ausgeglichen werden. 
Die Zahl der nunmehr in den Sequenzen miteinander Obereinstimmenden Aminosauren ("homologe 
Positionen") bezogen auf die Gesamtzahl der in der Sequenz der Fig. 1 enthaltenen Aminosauren gibt 
dabei die Homologie in % an. Abweichungen in den Sequenzen konnen sowohl durch Variation, Insertion 
als auch Deletion von Aminosauren bedingt sein. 

40 Es versteht sich dementsprechend von selbst, da/3 bei Einsatz von zur Figur 1 wenigstens zu 80 % 
homologen hochalkalischen Proteasen, die mit Bezug auf die Fig. 1 bezeichneten Aminosaurenpositionen 
sich auf die dazu homologen Positionen der jeweils eingesetzten Protease beziehen. Deletionen oder 
Insertionen in den Aminosaurensequenzen der zu Fig. 1 homologen Proteasen konnen zu einer relativen 
Verschiebung der Aminosaurenpositionen fuhren, so dafl in homologen Teilstucken von zueinander homolo- 

45 gen Aminosaurensequenzen die numerischen Bezeichnungen der einander entsprechenden Aminosaurepo- 
sitonen nicht identisch zu sein brauchen. 

Zweckmafiig stabilisierte hochalkalische Proteasen der Erfindung sind insbesondere solche, die durch 
Austauschen von Aminosauren in wenigstens einer der Positionen 4, 14, 27, 39, 43, 47, 49, 77, 80, 89, 111, 
117, 118, 127, 143, 161, 164, 165, 208, 232, 233, 235, 237, 249 oder 256, vorzugsweise 27, 43, 118, 143, 

so 164, 237, oder 249, der Fig. 1 oder in einer der dazu homologen Positionen stabilisiert sind. Von den 
vorstehenden Austauschpositionen sind insbesondere die Positionen 27, 43, 118, 143, 164, 237 und 249 der 
Fig. 1 sowie die dazu homologen Postitionen vorteilhaft. Beispiele fur besonders bevorzugt stabilisierte 
hochalkalische Proteasen sind solche, die durch wenigstens einen der Aminosaureaustausche K27Q, I43R, 
I43K, I43Q, I43E, H118W, H118Y, R143N, R143S, R143T, R164Q, N237P, T249R, T249K. T249Q und 

55 T249E, mit den auf Rg. 1 bezogenen Positionen oder einen hierzu homologen Aminosaureaustausch 
stabilisiert sind. Fur die Bezeichnung der Mutationen wird hier die im Stand der Technik ubliche Nomenkla- 
tur verwendet. Die Aminosauren werden durch den Einbuchstabencode bezeichnet, wobei die urspriingliche 
Aminosaure der Positionsangabe vorangestellt und die zur Stabilisierung eingefuhrte Aminosaure der 
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Positionsangabe nachgestellt ist. 

Gemafi Variante (a) der Erfindung ist in den Enzymen eine hydrophile Aminosaure anstelle einer 
hydrophoben Aminosaure in einen apolaren Bereich der Enzymoberflache eingefuhrt. Die ausgetauschten 
hydrophoben Aminosauren im Sinne der Erfindung konnen Glycin (= Gly, G), Alanin (= Ala, A), Valin ( = 

5 Val, V), Leucin (= Leu, L), Isoleucin (= He, I), Phenylalanin (= Phe, F), Prolin (= Pro, P) sein; 
insbesondere die Aminosauren Alanin, Valin, Leucin und Isoleucin. Die an die Stelle der ursprGnglichen, 
hydrophoben Aminosaure tretende neue, hydrophile Aminosaure kann sowohl einen geladenen als auch 
einen ungeladenen polaren Aminosaurerest besitzen. Hydrophile Aminosauren mit geladenem Aminosaure- 
rest sind z.B. die Aminosauren Asparaginsaure (= Asp, D), GlutaminsSure (= Glu, E), Lysin (= Lys, K), 

10 Arginin (= Arg, R); hydrophile Aminosauren mit einem ungeladenen polaren AminosMurerest sind insbeson- 
dere z.B. Asparagin (= Asn, N) und Glutamin (= Gin, Q). Bevorzugt sind insbesondere die langkettigeren 
AminosSuren Glutamin, Glutaminsaure, Arginin und Lysin. Ein Beispiel fur einen hydrophoben Bereich, in 
dem ein Aminosaureaustausch gema/3 (a) zu einer stabilisierten hochalkalischen Protease aus Bacillus 
alcalophilus fuhrt, ist der in Fig. 9 dargestellte hydrophobe Bereich der Aminosaureposition He 43. Dieser 

75 hydrophobe Bereich ist durch die polaren Aminosauren Gin 57, Asn 42 und die ionische Aminosaure Arg 44 
umgeben. In diesem hydrophoben Bereich fuhrt der Ersatz von lie 43 beispielsweise durch Arginin, Lysin, 
Glutamin Oder Glutaminsaure zu erfindungsgema/3 stabilisierten hochalkalischen Proteasen mit einer der 
Mutationen I43R, I43K, I43Q und I43E. 

Gemafl Variante (b) der Erfindung ist in den Enzymen anstelle einer polaren ungeladenen, an den 

20 apolaren Bereich der Enzymoberflache angrenzenden Aminosaure eine gegenuber dieser ursprGnglichen 
Aminosaure sterisch anspruchsvollere Aminosaure eingefuhrt. Die auszutauschenden polaren ungeladenen 
Aminosauren im Sinne dieser Variante der Erfindung sind bspw. die Aminosauren Tyrosin, und insbesonde- 
re Threonin, Asparagin und Histidin. Fur den Austausch der ursprGnglichen Aminosaure gemafl Variante (b) 
der Erfindung ist an sich jede gegenuber der ursprGnglichen Aminosaure sterisch genugend anspruchsvolle 

25 Aminosaure, ggf. sogar hydrophobe Aminosaure, geeignet. Durch die sterisch anspruchsvollere Aminosaure 
wird der apolare Bereich gegen die destabilisierende Einwirkung des lipophilen Tensidrestes abgeschirmt, 
so da/3 der lipophile Tensidrest nicht mehr in das hydrophobe Enzyminnere eindringen kann. Diese Variante 
der Erfindung eignet sich insbesondere zum Abschirmen von hydrophoben Lochern gegen die destabilisie- 
rende Einwirkung eines lipophilen Tensidrestes. Ein Beispiel fUr Variante (b) der Erfindung mit einem 

30 hydrophoben Bereich, bei dem der Austausch einer angrenzenden polaren ungeladenen Aminosaure durch 
eine sterisch anspruchsvollere Aminosaure zu einer stabilisierten hochalkalischen Protease fuhrt, ist in Fig. 
10 dargestellt. Dieser hydrophobe Bereich ist als ein tief in das hydrophobe Enzyminnere eindringendes 
Loch ausgebildet, welches von einem polaren, durch die Aminosauren His 118, Lys 229, Asn 237 und Arg 
143 gebildeten Bereich umgeben ist. Die polaren ungeladenen Aminosauren His 118 und Asn 237grenzen 

35 direkt an den hydrophoben Bereich an. Der Ersatz der Aminosaure His 118 oder der Aminosaure Asn 237 
durch eine der hier bspw. sterisch anspruchsvolleren Aminosauren Tryptophan, Tyrosin oder Prolin fGhrt zu 
erfindungsgemafl stabilisierten hochalkalischen Proteasen mit z.B. einer der Mutationen H118W, H118Y 
oderN237P. 

Vorzugsweise wird der apolare Bereich der Enzymoberflache in Variante (b) der Erfindung durch eine 

40 gegenuber der ursprGnglichen Aminosaure sterisch anspruchsvollere Aminosaure mit einem langkettigeren 
hydrophilen Aminosaurerest abgeschirmt. Ein Beispiel fOr einen solchen hydrophoben Bereich, bei dem der 
Austausch einer angrenzenden polaren ungeladenen Aminosaure durch eine langkettigere hydrophile 
Aminosaure zu einer stabilisierten hochalkalischen Protease fGhrt, ist in Fig. 11 dargestellt. Dieser hydro- 
phobe Bereich wird von den Aminosauren Leu 261 und Val 262 gebildet und ist von einem polaren Bereich 

45 aus den Aminosauren Glu 265, Asn 263, Gin 12, Arg 10, Asn 178 umgeben. Die polare ungeladene 
Aminosaure, die an den hydrophoben Bereich bei Leu261-Val262 angrenzt, ist Thr 249. Der Ersatz der 
Aminosaure Thr 249 durch bspw. eine der langkettigeren hydrophilen Aminosauren Arginin, Lysin, Glutamin 
oder Glutaminsaure fGhrt zu erfindungsgemafi stabilisierten hochalkalischen Proteasen mit z.B. einer der 
Mutationen T249R, T249K, T249Q, und T249E. 

50 GemaB Variante (c) der Erfindung ist anstelle einer ionischen Aminosaure, die in Nachbarschaft zu 
einem apolaren Bereich der Enzymoberflache angesiedelt ist und deren geladener Aminosaurerest einen 
AnknGpfungspunkt fur das ionische Tensid bilden kann, eine ungeladene hydrophile oder eine zum Tensid 
gleichgerichtet geladene Aminosaure eingefuhrt. Die auszutauschenden ionischen als auch die zum Tensid 
gleichgerichtet geladenen Aminosauren im Sinne der Erfindung sind hierbei die oben bereits genannten 

55 hydrophilen Aminosauren mit geladenen Aminosaureresten, d.h. Asparaginsaure, Glutaminsaure, Lysin und 
Arginin. In Enzymen, die gegen kationische Tenside stabilisiert sind, ist eine der anionischen Aminosauren 
wie Asparaginsaure und Glutaminsaure gegen eine kationische Aminosaure wie Lysin oder Arginin ausge- 
tauscht. Demgegenuber ist in Enzymen, die gegen anionische Tenside stabilisiert sind, gemaB dieser 
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Variante der Erfindung eine kationische Aminosaure wie Lysin und Arginin gegen eine anionische Amino- 
saure ausgetauscht. In einer weiteren, hier bevorzugten Ausgestaitung der Variante (c) der Erfindung ist die 
auszutauschende ionische Aminosaure jedoch durch eine ungeladene hydrophile AminosSure ausgetauscht. 
Ungeladene hydrophile Aminosauren fur diese bevorzugte Ausgestaitung sind insbesondere die Aminosau- 

5 ren Serin (= Ser, S), Threonin (Thr, T), Asparagin (= Asp, N), Glutamin (= Gin, Q), Tyrosin (= Tyr, Y); die 
Aminosauren mit kurzeren polaren Aminosaureresten wie Serin, Threonin und insbesondere Asparagin sind 
bevorzugt, in den Fallen, in denen die Ladung der ursprunglichen ionischen Aminosaure vom Enzym weit in 
das umgebende Medium hineinragt. Die EinfOhrung einer ungeladenen hydrophilen Aminosaure fur die 
ursprungliche, ionische Aminosaure fuhrt zu Enzymen, die sowohl gegen die Einwirkung von kationischen 

10 als auch von anionischen Tensiden stabilisiert sind. Ein Beispiel fur einen hydrophoben Bereich der 
Enzymoberflache, in dem ein Aminosaureaustausch gemafi Variante (c) der Erfindung zu einer stabilisierten 
hochalkalischen Protease aus Bacillus alcalophilus fuhrt, ist in Fig. 12 dargestellt. Dieser hydrophobe 
Bereich ist als ein tief in das hydrophobe Enzyminnere eindringendes Loch ausgebildet und ist von den 
Aminosauren Glu 110, Asn 114 und Arg 143 umgeben. Der Austausch der ionischen Aminosaure Arg 143, 

75 die einen bevorzugten Anknupfungspunkt fUr ein anionisches Tensid bilden kann, durch bspw. insbesondere 
Asparagin, Serin oder Threonin fuhrt zu erfindungsgemafl stabilisierten hochalkalischen Proteasen mit z.B. 
einer der Mutationen R143N, R143S Oder R143T. 

Die oben beschriebenen, erfindungsgemafi stabilisierten hochalkalischen Proteasen sind bspw. solche, 
die durch Kultivierung von Mikroorganismen wie z.B. Bacillus alcalophilus erhaltlich sind. Insbesondere sind 

20 diese hochalkalischen Bacillus-Proteasen durch Kultivierung von Bacillus-Spezies erhaltlich, die die Identifi- 
zierungsmerkmale von Bacillus alcalophilus DSM 5466 aufweisen. Die erfindungsgemafl stabilisierten 
Proteasen besitzen somit eine durch die oben angegebene Homologie definierte Verwandtschaft zu der aus 
Bacillus alcalophilus DSM 5466 erhaltlichen Protease, deren Aminosaurensequenz in Fig. 1 als Bezugs- 
punkt fur die erfindungsgemafi stabilisierten Proteasen angegeben ist. Diese hochalkalischen Proteasen 

25 besitzen Molekulargewichte von 26000 bis 28000 g/mol, gemessen durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektro- 
phorese gegenuber Referenzproteinen mit bekanntem Molekulargewicht. Sie zeichnen sich weiterhin durch 
ein pH-Optimum im Bereich von 10 bis 12,5 aus, wobei unter pH-Optimum derjenige pH-Bereich verstan- 
den wird, in dem die Proteasen maximale proteolytische Aktivitat aufweisen und die Proteasen eine gute 
pH-Stabilitat besitzen. 

30 Die oben beschriebenen, erfindungsgemafi stabilisierten Enzyme konnen durch das in den Anspruchen 
angegebene Verfahren zur Stabilisierung hergestellt werden. Dieses Verfahren zur Verbesserung der 
Stabilitat von Enzymen gegen destabilisierende Einwirkungen von ionischen Tensiden zeichnet sich 
dadurch aus, dafl man wengistens eine der Aminosauren, die sich in einem hydrophoben Oberflachenbe- 
reich des Enzyms oder in direkter Nachbarschaft zu diesem hydrophoben Oberflachenbereich befinden, 
35 durch eine andere Aminosaure austauscht, wobei 

(a) eine hydrophobe Aminosaure, deren Aminosaurerest an der Bildung eines hydrophoben Oberflachen- 
bereiches beteiligt ist, in dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine Aminosaure mit 
ionischem Aminosaurerest befindet, durch eine andere Aminosaure mit hydrophilem Aminosaurerest 
ausgetauscht wird, und/oder wobei 
40 (b) eine polare, ungeladenen Aminosaure, die an einem hydrophoben Oberflachenbereich angrenzt, in 
dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine Aminosaure mit ionischem Aminosaurerest 
befindet, durch eine gegenuber der ursprunglichen Aminosaure sterisch anspruchvollere Aminosaure, 
vorzugsweise durch eine sterisch anspruchvollere Aminosaure mit einem langkettigen hydrophilen 
Aminosaurerest, ausgetauscht wird, und/oder wobei 
45 (c) eine ionische Aminosaure, die sich in raumlicher Nachbarschaft zu einem hydrophoben Oberflachen- 
bereich befindet, durch eine Aminosaure mit einen ungeladenen hydrophilen Aminosaurerest oder durch 
eine geladene Aminosaure, deren Aminosaurerest eine zum ionischen Tensid gleichgerichtete Ladung 
aufweist, ausgetauscht wird. 

Nach dem erfindungsgema/ten Verfahren werden in der Aminosaurensequenz des jeweils zu stabilie- 
50 renden Enzyms gemaB den Vorgaben der Vefahrensvarianten (a), (b) und/oder (c) Aminosauren durch 
gerichtete Mutagenese der DNA-Sequenz, die fur die Aminosaurensequenz des Enzyms codiert, ausge- 
tauscht. Die nachfolgende Expression der mutierten DNA-Sequenz mit Hilfe eines geeigneten Mikroorganis- 
mus liefert dann das durch Aminosaurenaustausch erfindungsgemafl stabilisierte Enzym. Hierbei kann zur 
Durchfuhrung des Verfahrens im Einzelnen so vorgegangen werden, dafi man 
55 a) zunachst aus einem geeigneten Mikroorganismus, welcher das zu stabilisierende Enzym produziert, 
die fur das Enzym codierende DNA-Sequenz (d.h. das Strukturgen des Enzyms) isoliert; 

b) die Nukleotidabfolge dieser DNA-Sequenz bestimmt; 

c) in der nunmehr bekannten DNA-Sequenz solche Mutationen erzeugt, daB die mutierte DNA-Sequenz 
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nun fUr ein Enzym codiert, in dem eine Aminosaure des Ursprungsenzyms gemafl den Vorgaben der 
Verfahrensvarianten (a), (b) und/oder (c) durch eine andere Aminosaure ausgetauscht ist; 

d) nachfolgend die mutierte DNA-Sequenz in einen geeigneten Expressionsvektor einbaut; 

e) mit dem erhaltenen Expressionsvektor einen geeigneten Mikroorganismus, welcher schliefllich zur 
5 Herstellung des mutierten Enzyms eingesetzt werden kann, transformiert. 

Die einzelnen Verfahrensschritte zur erfindungsgemafien Stabilisierung und zur Gewinnung der erfin- 
dungsgemafl stabilisierten Enzyme, sowie die hierbei erhaltenen Produkte sowie Zwischenprodukte in Form 
von DNA-Sequenzen, Vektoren, insbesondere Expressionsvektoren, und transformierten Mikroorganismen 
werden nachfolgend am Beispiel der hochalkalischen Proteasen naher beschrieben. Zur erfindungsgemafien 
10 Stabilisierung anderer Enzyme - bspw. Lipasen, Amylasen, Cellulasen etc. - kann in analoger Weise 
vorgegangen werden. 

Zu Herstellung von erfindungsgemafi stabilisierten hochalkalischen Proteasen wird zunachst aus einem 
geeigneten Bakterium, welches eine hochalkalische Protease mit einer Aminosaurensequenz mit minde- 
stens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 %, insbesondere aber mindestens 95 % Homologie zu der 

75 Aminosaurensequenz der Fig. 1 produziert, die fQr die Protease codierende DNA-Sequenz (d.h. das 
Strukturgen der Protease) isoiiert. Die Strukturgene, die fUr Aminosaurensequenzen dieser hochalkalischen 
Proteasen codieren, konnen nach an sich bekannten, allgemeinen Methoden erhalten werden. Hierzu wird 
z.B. aus einem Bakterium ("Donor-Bakterium"), insbesondere aus einer Bacillus-Spezies, die die hochalkali- 
sche Protease produziert, die chromosomale DNA nach an sich bekannten Methoden isoiiert und mit 

20 geeigneten Restriktionsendonukleasen in ansich bekannter Weise partiell hydrolysiert. Die hierdurch erhalte- 
nen Restriktionsfragmente der Donor-DNA konnen z.B. durch Gelelektrophorese nach Grofie aufgetrennt 
und die Fragmente gewunschter Grofie dann mit einer geeigneten, doppelstrangigen Vektor-DNA in vitro 
verbunden (ligiert) werden (Rekombination). Haufig verwendete Vektoren sind die sogenannten Plasmide, 
d.h. extrachromosomale, ringformige, doppelstrangige Bakterien-DNA, die sich durch geeignete Methoden 

25 (Transformation) in Mikroorganismen einbringen lafit und dort vermehrbar (autonom replizierbar) ist. Gege- 
benenfalls besitzen die Plasmide sogenannte Marker, d.h. DNA-Fragmente, die fur bestimmte, beobachtba- 
re Eigenschaften (z.B. Antibiotika-Resistenz) codieren und die zur Selektion der transformierten Mikroorga- 
nismen (Transformanten) dienen konnen. 

Mit den vorstehenden Plasmiden (aus Vektor-DNA + Restriktionsfragmenten der Donor-DNA) konnen 

30 Bakterien, vorzugsweise eine Bacillus-Spezies, transformiert werden und die Transformanten nach der 
bekannten Markereigenschaft (z.B. Neomycin-Resistenz) selektiert werden. Man erhalt so Klone, d.h. 
genetisch identische Transformanten. Unter diesen Transformanten konnen solche, die vermehrt Protease 
ausscheiden, auf proteinhaltigen Platten gesucht und danach isoiiert werden. Aus einem Klon mit Protease- 
aktivitat wird schliefllich die in diesen Transformanten eingefuhrte Plasmid-DNA isoiiert und durch erneute 

35 Transformation eines Bakteriums Gberpruft, ob die Proteaseaktivitat Plasmid-gebunden ist, d.h. ob die 
Proteaseaktivitat mit der Markereigenschaft gekoppelt ist. 

Das so isolierte Plasmid enthalt neben der Vektor-DNA mit bekannten Restriktionsstellen das ge- 
wunschte Strukturgen fur die zu stabilisierende hochalkalische Ausgansprotease und weitere, hier aber nicht 
benotigte DNA-Sequenzen aus dem Donor-Bakterium. Urn den Aufwand fGr die nachfolgende Sequenzie- 

40 rung des Strukturgens der zu stabilisierenden hochalkalischen Protease moglichst gering zu halten, 
empfiehlt es sich, vor der eigentlichen Sequenzierung die zusatzlichen, nicht benotigten DNA-Sequenzen 
aus der Donor-DNA-Sequenz zu eliminieren und die Donor-DNA-Sequenz im wesentlichen auf das Struktur- 
gen fur die Protease zu reduzieren. Hierzu wird z.B. das Plasmid, welches das Strukturgen und die 
zusatzliche DNA-Sequenz umfafit, mit einer Anzahl verschiedener Restriktionsendonukleasen geschnitten 

45 (restringiert), die erhaltenen DNA-Fragmente durch Gelelektrophorese nach Grofie getrennt und anhand des 
gefundenen Bandenmusters eine Restriktionskarte erstellt. Es werden so die Restriktionsstellen, die im 
Bereich der Donor-DNA-Sequenz angesiedelt sind, ermittelt. Die Kenntnis der Restriktionskarte des Plas- 
mids ermoglicht es, durch Schneiden mit ausgewahlten Restriktionsendonukleasen ein DNA-Fragment aus 
der Donor-DNA-Sequenz herauszuschneiden, welches im wesentlichen nur das Strukturgen fur die hochal- 

50 kalische Protease, die zugehorigen Pre- und Pro-Einheiten, sowie die fur die Genexpression benotigte 
Promotor-Einheit umfafit. 

Durch den Wiedereinbau dieser in der Grofie reduzierten Donor-DNA-Sequenz in einen geeigneten 
Vektor kann ein neuer, replizierbarer Vektor erhalten werden, dessen Fahigkeit zur Expression der 
hochalkalischen Ausgangsprotease uberpruft werden kann, indem man ein Bakterium, insbesondere eine 
55 Bacillus-Spezies, mit diesem Vektor transformiert, den erhaltenen Transformanten kultiviert und auf Protea- 
seaktivitat Uberpruft. Ein Beispiel fur einen solchen reduzierten Vektor mit der Bezeichnung pCLEAN4 gibt 
die Restriktionskarte der Fig. 2 wieder. 

Zur Bestimmung der Nukleotidsequenz (Sequenzierung) des Proteasestrukturgens wird zunachst der 
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vorstehend beschriebene Vektor in einem geeigneten Mikroorganismus repliziert, und das Proteasegen 
isoliert. Dieses wird sodann in einen Phagemiden subkloniert und die erhaltenen Phagemiden anschlie/tend 
in einen geeigneten Mikroorganismus z.B. E. coli transformiert und durch Kultivierung der Transformanten 
einzelstrangige, das Proteasegen enthaltende DNA produziert. Die gebildete einzelstrangige DNA wird 

5 isoliert und der Sequenzierung zugefuhrt. Die Sequenzierung wird nach an sich bekannten Methoden 
ausgefQhrt, indem man z.B. die Einzelstrang-DNA mit dem Proteasegen nach Maxam und Gilbert einer 
basenspezifischen partiellen chemischen Spaltung zufUhrt (1980, in Methods in Enzymology, Grossmann L, 
Moldave K., eds., Academic Press Inc., New York und London, Vol. 65, 499), Oder indem man z.B. die 
Einzelstrang-DNA mit dem Proteasegen als Matritze fur die partielle Synthese von TeilstOcken des 

to komplementaren DNA-Stranges nach der Dideoxy-Kettenterminator-Methode nach Sanger et al. (1977, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463) einsetzt. 

Die ermittelte Nukleotidsequenz kann nunmehr mit Hilfe des genetischen Codes (ein Triplett-Wort = 
Codon steht fur eine definierte Aminosaure) in die Aminosaurensequenz der Protease ubersetzt werden. 
Zur Bestimmung des Anfangspunktes der Aminosaurensequenz des reifen Protease-Enzyms (d.h. das 

75 Enzym ohne die Pre- und Pro-Einheiten) wird am N-terminalen Ende der reifen Protease ein kurzes StOck 
der Aminosaurenabfolge durch an sich bekannte Methoden zur Bestimmung von Aminosaurensequenzen in 
Peptiden bestimmt. Die bekannte N-terminale Aminosaurensequenz kann nun anhand des genetischen 
Codes dem entsprechenden Teilstuck der obigen Nukleotidsequenz zugeordnet werden und so der 
Anfangspunkt der fur die reife Protease codierenden DNA-Sequenz festgelegt werden. Die weitere Amino- 

20 saurenabfolge der Protease ergibt sich dann zwangslaufig aus der DNA-Sequenz durch Zuordnung der 
nachfolgenden Aminosauren mit Hilfe des genetischen Codes. 

ErfindungsgemaB wird die fur die hochalkalische Protease codierende DNA-Sequenz durch Anderung 
der entsprechenden Codons derart mutiert, dafl die mutierte DNA-Sequenz fur eine gegen Einwirkung von 
ionischen Tensiden stabilisierte hochalkalische Protease codiert, in deren Aminosaurensequenz in einer der 

25 Positionen 4, 14, 27, 39, 43, 47, 49, 77, 80, 89, 111, 117, 118, 127, 143, 161, 164, 165, 208, 232, 233, 235, 
237, 249, 256 der Fig. 1 oder in einer der dazu homologen Positionen die betreffende Aminosaure durch 
eine Aminosaure gemafl einer der Verfahrensvarianten (a), (b) und/oder (c) ausgetauscht ist. 

Die Einfuhrung der Mutationen in die fGr die hochalkalische Protease codierende DNA wird durch an 
sich bekannte Methoden zur gerichteten Mutagenese bewerkstelligt. Hierzu wird aus geeigneten Vektoren 

30 (Phagemide), z.B. aus pCLMUTNl der Fig. 4 oder pCLMUTCI der Fig. 5, gegebenenfalls unter Mithilfe 
eines Helfer-Phagen, ringformige Einzelstrang-DNA erzeugt, die das gesamte Strukturgen, oder aber 
vorzugsweise nur denjenigen Teil (z.B. nur den N-terminalen Teil bzw. den C-terminalen Teil) des 
Strukturgens der Ursprungsprotease, in welchem die Mutation vorgenommen werden soil, enthalt. Mit dieser 
ringformigen Einzelstrang-DNA hybridisiert man ein synthetisches, hybridisierfahiges Oligonukleotid, wel- 

35 ches in der gewunschten Mutationsstelle ein Basentriplett (Codon) enthalt, welches statt fur die originare, 
auszutauschende Aminosaure erfindungsgemafl fur eine neue Aminosaure, gemafl (a), (b) oder (c) codiert. 
Zusatzlich ist das Oligonukleotid gegenuber der zu hybridisierenden, originaren Nukleotidsequenz noch 
derart durch einen oder einige wenige weitere Nukleotidbausteine abgewandelt, dafl die Codierung der 
originaren Aminosaurensequenz zwar im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes erhalten bleibt, 

40 jedoch in der originaren Protease-Nukleotidsequenz eine gegebenenfalls vorhandene Restriktionsstelle im 
synthetischen Oligonukleotid entfernt bzw. eine weitere Restriktionsstelle in das synthetische Oligonukleotid 
eingefuhrt wird. Die entfernte bzw. eingefuhrte Restriktionsstelle dient spater mit Hilfe geeigneter Restrik- 
tionsendonukleasen zur Identifizierung der Mutanten-DNA-Sequenz gegenuber der Ausgangstyp-DNA-Se- 
quenz. Die durch Hybridisierung erhaltene, partiell doppelstrangige DNA-Sequenz wird durch Zugabe der 

45 benotigten Nukleotide und unter Einwirkung von DNA-Polymerase und DNA-Ligase zum vollstandigen 
Doppelstrang erganzt. Die erzeugte ringformige, doppelstrangige DNA-Sequenz wird nachfolgend als Vektor 
in einen geeigneten Mikroorganismus transformiert und nach ausreichender Replikation die mutierten DNA- 
Sequenzen Uber die entfernte bzw. zusatzlich eingefuhrte Restriktionsstelle im Oligonukleotidsequenzteil 
identifiziert und anschlieflend isoliert. 

so In einer Verfahrensvariante wird in der gerichteten Mutagenese uracylierte Einzelstrang-DNA als Matrize 
erzeugt und fur die Hybridisierung mit den synthetischen Oligonukleotiden verwendet. Nach Beendigung 
der Reaktionen des Verfahrens der gerichteten Mutagenese kann der Uracilhaltige DNA-Einze!strang, der 
als Matrize zur Erzeugung mutierter DNA-Strange (Vektoren) diente, durch Behandlung mit Uracil-N- 
Glycosylase beseitigt werden, ohne daB es einer phanotypischen Selektion von Mutanten bedarf. Die 

55 Glycosylase-Behandlung kann z.B. mit Hilfe eines geeigneten Mikroorganismus mit Uracil-N-Glycosylase- 
Aktivitat durchgefuhrt werden, der mit mutierter Vektor-DNA transformiert wurde. Die Replikation kann z.B. 
in einem E. coli-Stamm vorgenommen werden, der nur den mutierten, nicht-uracylierten DNA-Strang des im 
Mutationsverfahren erzeugten Doppelstrang-Vektors vermehrt. Hierdurch wird die Selektion der mutierten 
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DNA- Vektoren zusatzlich erleichtert 

Die fur die gerichtete Mutagenese benotigten synthetischen Oligonukleotide werden nach an sich 
bekannten Methoden hergestellt. Beispielsweise kann die Herstellung der Oligonukleotide nach Beaucage 
S.L. und Caruthers M.H. (1981, Tetrahedron Letters 22: 1859 - 1862) mit jS-Cyanoethylphosphoramidit in 

5 einem Cyclone-Synthetiser (Biosearch) erfolgen. Die erhaltenen Oligonukleotide konnen z.B. durch Elution 
aus Polyacrylamid-Gelen und gegebenenfalls anschlieflende Entsalzung mit Hilfe von Sephadex-Saulen 
gereinigt und der weiteren Verwendung zugefuhrt werden. Die synthetischen Oligonukleotide konnen direkt 
als Primer fur die DNA-Polymerase im vorstehend beschriebenen Mutagenese-Verfahren dienen. Die 
synthetischen Oligonukleotidsequenzen umfassen z.B. 20 bis 30 Nukleotidbausteine, die fOr etwa 7 bis 10 

10 Aminosauren codieren. Es ist naturlich auch moglich langere Nukleotidsequenzen fur die obige Hybridisie- 
rung einzusetzen, doch fuhrt dies zu keinen weiteren Vorteilen, solange eine ausreichende Hybridisierungs- 
fahigkeit der kurzkettigen synthetischen Oligonukleotide sichergestellt ist. 

Die durch das oben beschriebene Verfahren der gerichteten Mutagenese erhaltenen ringformigen, 
doppelstrangigen DNA-Sequenzen mit den eingefuhrten Mutationen stellen mutierte Vektoren dar, aus 

15 denen durch Behandlung mit geeigneten Restriktionsendonukleasen, je nach Fall, das gesamte mutierte 
Protease-Strukturgen oder das mutierte Teilstuck des Protease-Strukturgens herausgeschnitten und in einen 
geeigneten Expressionsvektor eingebracht (subkloniert) werden kann. Mit diesem Expressionsvektor werden 
dann geeignete Mikroorganismen, z.B. Bacillus-Spezies, transformiert, die nachfolgend zur Expression und 
Gewinnung der mutierten hochalkalischen Proteasen unter geeigneten Bedingungen kultiviert werden. 

20 In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens wird nicht das gesamte Strukturgen fOr die 
gerichtete Mutagenese eingesetzt, sondern nur ein TeilstQck desselben, in dem die Mutation erzeugt 
werden soil. Hierzu wird aus dem Vektor der zur Replikation der Strukturgene dient, z.B. die N-terminale 
oder C-terminale Halfte des Strukturgens mit geeigneten Restriktionsendonukleasen herausgeschnitten und 
in einen passenden Phagemiden subkloniert. Man erhalt so Vektoren, die entweder die N-terminale oder die 

25 C-terminale Halfte des Strukturgens der Protease enthalten und die in einem geeigneten Mikroorganismus, 
z.B. E. coli, zunachst ausreichend repliziert und dann der oben beschriebenen, gerichteten Mutagenese 
zugefuhrt werden. Die Mutagenese von Teilstucken des Strukturgenes hat den Vorteil, daB kGrzere 
Einzelstrang-DNA-Sequenzen verwendet werden konnen und somit nach dem Hybridisierungsschritt mit 
synthetischen Oligonukleotiden im partiellen DNA-Doppelstrang wesentlich weniger Nukleotide als bei 

30 Verwendung der gesarmten DNA-Sequenz zu erganzen sind. Hier durch wird der synthetische Aufwand und 
zusatzlich die Gefahr unerwunschter zufalliger Mutationen reduziert. 

Die mutierten DNA-Sequenzen konnen aus dem zur Erzeugung der Mutationen dienenden Klonierungs- 
vektoren durch geeignete Restriktionsendonukleasen herausgeschnitten und in Vektoren mit passenden 
Restriktionsstellen eingebaut werden. Die erhaltenen Vektoren sind bspw. Vorlaufer der eigentlichen, fOr die 

35 Expression der hochalkalischen Protease benotigten Expressionsvektoren. Diese Vektoren sind so aufge- 
baut, dafl sie au/ter den geeigneten Restriktionsstellen (z.B. aus einem synthetischen Linker) auch bereits 
die fGr die Proteaseexpression in einem Wirtsorganismus benotigten regulatorischen Sequenzen, Signalse- 
quenzen, Prornotorsequenzen und die fur die Pre- und Proeinheiten der Protease codierenden DNA- 
Sequenzen enthalten. 

40 Durch die Subklonierung einer mutierten DNA-Sequenz in einen solchen Vektor wird der eigentliche 
Expressionsvektor fiir eine optimierte hochalkalische Protease erhalten. Der Einbau der mutierten DNA- 
Sequenz in diesen Vorlaufer des Expressionsvektors erfolgt so, daB ein Expressionsvektor mit geeignetem 
Leseraster entsteht. Hierbei konnen mutierte Teilstucke der fur die Protease codierenden DNA-Sequenz, 
z.B. ein C-terminales oder ein N-terminales Teilstuck, in bereits das jeweils restliche nicht mutierte Teilstuck 

45 enthaltende Vektoren eingebaut werden; oder es wird die gesamte fUr die Protease codierende mutierte 
DNA-Sequenz in Vektoren, welche noch keine Teilstucke dieser Protease-DNA-Sequenz enthalten, einge- 
baut. Beispiele fur solche, bereits ein Teilstuck der nicht-mutierten DNA-Sequenz enthaltende Vorlaufervek- 
toren eines Expressionsvektors sind die weiter unten und in den Beispielen naher beschriebenen Vektoren 
mit der Bezeichnung pAL1N und pALlC. Ein Vektor, der noch kein Teilstuck der Protease-DNA-Sequenz 

so enthalt, ist der Vektor pAL1 P mit der in Fig. 7 angegebenen Restriktionskarte. 

Die Expressionsvektoren-Vorlaufer fGr die bevorzugte Variante der Erfindung (Mutation in der N- 
terminalen Halfte oder in der C-terminalen Halfte) werden z.B. wie folgt erhalten. Zunachst fOhrt man in ein 
Bacillus-Plasmid eine Polyklonierungsstelle ein. Das so erhaltene Plasmid wird restringiert und mit einem E. 
coli-Plasmidfragment, welches Marker und fOr die Replikation wichtige Sequenzteile enthalt, rekombiniert. 

55 Anschlie/tend werden gegebenenfalls solche Restriktionsstellen z.B. durch gerichtete Mutagenese entfernt, 
die spatere Verfahrensschritte storen wurden. Aus dem so erhaltenen Plasmid wird ein neuer Vektor 
konstruiert, der die aus dem Bacillus-Plasmid und dem E. coli-Plasmid zur Replikation dienenden DNA- 
Sequenzen, DNA-Sequenzen fur den Promotor, DNA-Sequenzen, die fur die Pre-Prosequenz der Protease 
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codieren (erhalten aus z.B. dem Plasmid pCLEAN4 der Fig. 2), und einen synthetischen Linker enthSlt. Ein 
Beispiel fUr ein solches Plasmid mit der Bezeichnung pAL1P gibt die Restriktionskarte der Fig. 7 wieder. 
Der synthetische Linker ist dabei derart ausgewahlt, dafl nach Schneiden mit geeigneten Restriktionsendo- 
nukleasen entweder mit dem gesamten Ursprungsstrukturgen bzw. dem gesamten mutierten Strukturgen 

5 bzw. mit mutierten oder nicht mutierten Teilstucken des Strukturgens rekombiniert werden kann. Zur 
Herstellung eines Expressionsvektor-Vorlaufers, der z.B. mit einer mutierten N-terminalen Halfte des 
Strukturgens rekombiniert werden soil, wird in den vorstehend konstruierten Vektor, der die genannten 
Bacillus-, E. coli-, die Promotor- und die Pre- und Prosequenzen der Protease sowie den synthetischen 
Linker enthalt, durch Schneiden des synthetischen Linkers z.B. zunachst die nichtmutierte C-terminale 

70 Halfte des Strukturgens der Protease eingefuhrt. Man erhalt so die bereits genannten Vektoren vom Typ 
pALiC. AnschlieBend wird durch nochmaliges Schneiden des synthetischen Linkers die noch fehlende, 
mutierte N-terminale Halfte des Protease-Strukturgens eingefUhrt. Auf diese Weise erhalt man einen Vektor 
vom Typ pALINC der Fig. 8. Analoges gilt fur den umgekehrten Fall. Es wird dann zunachst die nicht- 
mutierte N-terminale Halfte in einen Vektor vom Typ pAL1P und in den so erhaltenen Vektor vom Typ 

75 pAL1N spater die mutierte C-terminale Halfte eingefuhrt, wobei man ebenfalls einen Vektor vom Typ 
pALINC der Fig. 8 erhalt. 

Mit den oben beschriebenen Expressionsvektoren werden geeignete Bakterien, vorzugsweise Bacillus- 
Spezies, insbesondere Bacillus subtilis, licheniformis und alcalophilus, transformiert. Die Transformanten 
werden anschlieBend in an sich bekannter Weise kultiviert und die gebildete, erfindungsgemaB stabilisierte 

20 hochalkalische Protease aus dem Kulturmedium isoliert Die Expressionsvektoren konnen hierzu sowohl in 
Bakterien, die noch zur Bildung von Eigenprotease befahigt sind, als auch in Protease-defiziente Bakterien 
(die keine Eigenprotease mehr bilden) transformiert werden. Bei Wirtsorganismen mit Eigenproteasebildung 
kann die erfindungsgemaB stabilisierte hochalkalische Protease gewunschtenfalls durch anschlieBende 
Reinigungsoperationen, z.B. durch hochauflosende Flussigchromatographie (HPLC), von den gebildeten 

25 Eigenproteasen befreit werden. Ein solcher Reinigungschritt kann demgegenuber bei Protease-defizienten 
Wirtsorganismen entfallen, da diese nur (oder im wesentlichen nur) die stabilisierte Protease zu bilden 
vermogen. 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren zur Stabilisierung von Enzymen gegen destabilierende Einwir- 
kungen von ionischen Tensiden werden auch neue DNA-Sequenzen erzeugt, die ebenfalls einen Erfin- 

30 dungsgegenstand darstellen. Diese erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen zeichnen sich dadurch aus, daB 
sie fOr eine hochalkalische Protease codieren, deren Aminosaurensequenz mindestens 80 %, vorzugsweise 
mindestens 90 %, insbesondere aber mindestens 95 % Homologie zu der in Fig. 1 angegebenen 
Aminosaurensequenz aufweist und sich von dieser in einer der Positionen 4, 14, 27, 39, 43, 47, 49, 77, 80, 
89, 111, 117, 118, 127, 143, 161, 164, 165, 208, 232, 233, 235, 237, 249 oder 256, vorzugsweise 27, 43, 

35 118, 143, 164, 237 oder 249, der Fig 1 oder in einer der dazu homologen Positionen, die sich in einem 
hydrophoben Oberflachenbereich der Protease oder in Nachbarschaft zu diesem hydrophoben Oberflachen- 
bereich befinden, dadurch unterscheidet, daB die in der betreffenden Position befindliche Aminosaure im 
Falle von Positionen mit 

(a) einer hydrophoben Aminosaure, deren Aminosaurerest an der Bildung eines hydrophoben Oberfla- 
40 chenbereiches beteiligt ist, in dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine Aminosaure mit 

ionischem Aminosaurerest befindet, durch eine andere Aminosaure mit hydrophilem Aminosaurerest 
ersetzt ist, und/oder daB im Falle von Positionen mit 

(b) einer polaren ungeladenen Aminosaure, die an einen hydrophoben Oberflachenbereich angrenzt, in 
dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine Aminosaure mit ionischem Aminosaurerest 

45 befindet, durch eine gegenuber der ursprunglichen Aminosaure sterisch anspruchvollere Aminosaure, 
vorzugsweise durch eine sterisch anspruchsvollere Aminosaure mit einem langkettigeren, hydrophilen 
Aminosaurerest, ersetzt ist, und/oder daB im Falle von Positionen mit 

(c) einer ionischen Aminosaure, die sich in raumlicher Nachbarschaft zu einem hydrophoben Oberfla- 
chenbereich befindet, durch eine Aminosaure mit einem ungeladenen hydrophilen Aminosaurerest oder 

50 durch eine geladene Aminosaure, deren Aminosaurerest eine zum ionischen Tensid gleichgerichtete 
Ladung aufweist, ersetzt ist. 

Positionen hydrophober Aminosauren, die sich in einem hydrophoben Bereich der Enzymoberflache 
befinden sind bspw. Val 4, Pro 14, Pro 39, lie 43. Ala 47, Phe 49, lie 77, Leu 80, Trp 111, Met 117, Pro 127, 
Pro 233, Trp 235, Leu 256. Positionen polarer ungeladener Aminosauren, die an einen hydrophoben 
55 Bereich der Enzymoberflache angrenzen sind bspw. die Tyrosinpositionen 89, 161, 165, 208; die Asparagin- 
positionen 232 und 237; die Histidinposition 118 und die Threoninposition 249. Beispiele fiir Positionen 
ionischer Aminosauren, die sich in Nachbarschaft zu einem hydrophoben Bereich befinden, sind insbeson- 
dere die Argininpositionen 143 und 164 sowie die Lysinposition 27. 
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Die erfindungsgemaB stabilisierten Enzyme eignen sich einzeln oder in Kombination miteinander oder 
mit anderen im Stand der Technik bekannten Enzymen hervorragend fOr die Anwendung in festen und 
flussigen Wasch- und Reinigungsmittelformulierungen, insbesondere aber fur die Anwendung in Fldssigfor- 
mulierungen. Diese Wasch- und Reinigungsmittelformulierungen konnen in an sich ublicher Weise formu- 

5 liert werden. Die erfindungsgemafl stabilisierten Enzyme konnen dazu z.B. in Form von Granulaten, Prills 
oder Pellets, gegebenenfalls auch mit OberflachenUberzUgen versehen, oder bei FlOssigformulierungen 
auch in geloster Form, mit den anderen Komponenten der Wasch- und Reinigungsmittelformulierung in an 
sich bekannter Weise vermischt werden. Die erfindungsgemafl stabilisierten Enzyme konnen in den 
Formulierungen in fGr Wasch- und Reinigungsmittelenzyme ublichen Mengen, insbesondere in Mengen von 

ro bis zu 3 Gew.-% (bezogen auf die Trockensubstanz der Gesamtzusammensetzung), vorzugsweise in einer 
Menge von 0,2 bis 1,5 Gew.-%, eingesetzt werden. Die Erfindung umfa)3t daher weiterhin Wasch- und 
Reinigungsmittelformulierungen, die wenigstens eines der erfindungsgemafl stabilisierten Enzyme enthalten; 
insbesondere solche Formulierungen, die erfindungsgema/te Enzyme und ionische, vorzugsweise anioni- 
sche Tenside, enthalten. Au/ter den erfindungsgema/ten Enzymen konnen in den Wasch- und Reinigungs- 

75 mittelformulierungen weiterhin auch an sich bekannte Enzyme und alle an sich im Stand der Technik 
ublichen Waschmittelinhaltstoffe wie Tenside, Bleichmittel oder Geruststoffe (Builder), sowie weitere ubliche 
Hilfstoffe fur die Formulierung von Waschmitteln in an sich ublichen Mengen enthalten sein. Zu den 
Hilfsstoffen gehoren z.B. Verstarker, Enzymstabilatoren, Schmutztrager und/oder Kompatibilisierungsmittel, 
Komplex- und Chelatbildner, Seifenschaumregulatoren und Zusatzstoffe wie optische Aufheller, Opazifizie- 

20 rungsmittel, Korrosionsinhibitoren, Antielektrostatika, Farbstoffe, Bakterizide, Bleichmittelaktivatoren, Persau- 
rebleichmittelvorstufen. So enthalten erfindungsgemaBe Wasch- und Reinigungsmittelformulierungen in 
typischer beispielhafter Zusammensetzung bezogen auf Trockensubstanz 

a) wenigstens 5 Gew.-% z.B. 10 bis 50 Gew.-%, eines ionischen, vorzugsweise anionischen Tensids 
oder eines Gemisches dieser Tenside; 

25 b) bis zu 40 Gew.-% eines Builders oder eines Builder-Gemisches; 

c) bis zu 40 Gew.-% eines Bleichmittels oder Bleichmittelgemisches, vorzugsweise ein Perborat wie 
Natriumperborat-Tetrahydrat oder Natriumperborat-Monohydrat; 

d) bis zu 3 Gew.-% wenigstens eines erfindungsgema/ten Enzyms, insbesondere einer erfindungsgema- 
fien Protease; 

30 e) weitere Bestandteile wie Hilfsstoffe etc. zur Erganzung auf 100 Gew.-% 
Erlauterungen zu den Figuren : 
Figur 1 : 

35 Sequenzprotokoll fur die DNA-Sequenz des Aval/Hindlll-Fragmentes mit dem Strukturgen 

der hochalkalischen Ausgangsprotease aus Bacillus alcalophilus HA1, sowie die Aminosau- 
rensequenz dieser Ausgangsprotease. 



Figur 2: 
40 Figur 3: 



Restriktionskarte des Plasmides pCLEAN4. 



Beispiele fOr DNA-Sequenzen fur zur gerichteten Mutagenese verwendete synthetische 
Oligonukleotide und Angabe eliminierter bzw. erzeugter Erkennungsstellen fOr einzelne 
Restriktionsendonukleasen; die gegenOber der ursprunglichen DNA-Sequenz der Ausgangs- 
protease erzeugten Nukleotidveranderungen sind durch Angabe der veranderten Nukleoti- 
45 de mit kleinen Buchstaben gekennzeichnet. 

Figur 4: 

Figur 5: 

50 Figur 6: 



Figur 7: 



Restriktionskarte des Vektors pCLMUTM. 
Restriktionskarte des Vektors pCLMUTCL 
Restriktionskarte des Vektors pUBCl32. 
Restriktionskarte des Plasmides pAL1 P. 



Figur 8: 

55 Restriktionskarte der Expressionsvektoren vom Typ pAL1 NC fUr die Expression der durch 

Mutation stabilisierten hochalkalischen Proteasen und der nicht-mutierten hochalkalischen 
Ausgangsprotease. 

Figur 9: 



EP0 525 610 A2 



Die Figur zeigt einen flachen hydrophoben Bereich bei der Position lie 43. 

FigurlO: 

Die Figur zeigt ein hydrophobes, tief in das Enzyminnere eindringendes Loch, an das die 
austauschbaren, polaren ungeladenen Aminosauren His 118 und Asn 237 angrenzen. 

5 Figur 11: 

Die Figur zeigt einen hydrophoben Bereich bei den Positionen Val261-Leu262. 

Figur 12: 

Die Figur zeigt ein hydrophobes, tief in das Enzyminnere eindringendes Loch, in dessen 
Nachbarschaft sich die austauschbare, ionische Aminosaure Arg 143 befindet. 

10 

Beispiele 

Die folgende Offenbarung gibt zur weiteren Erlauterung der Erfindung typische beispielhafte Ausgestal- 
tungen der Erfindung am Beispiel einer hochalkalischen Protease aus Bacillus alcalophilus HA1 wieder, 
75 ohne jedoch dadurch die Erfindung zu beschranken. 

Urn die Beispiele zu vereinfachen werden einige haufig wiederkehrende Methoden und Begriffe im 
folgenden naher erlautert und dann in den einzelnen Beispielen nur noch durch eine Kurzbezeichnung 
referiert. Sofern nicht anders angegeben, wurde generell nach Methoden gearbeitet, wie sie in Maniatis et 
al. (Maniatis et al. = T. Maniatis, E. F. Fritsch, J. Sambrook, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold 
20 Spring Harbor Laboratory, 1982) beschrieben sind. 

Hier verwendete Ausgangsvektoren sind kauflich und auf unbeschrankter Basis verfugbar; Oder sie 
konnen nach an sich bekannten Methoden aus verfugbaren Vektoren hergestellt werden. Beispielsweise 
wurden Phagemide mit der Bezeichnung pBS (z.B. pBS( + ), pBS(-) etc.) von Stratagene, La Jolla, 
Kalifornien bezogen; der Helfer-Phage M13K07 von Bio-Rad Laboratories, Richmond, Kalifornien; der Vektor 
25 M13tg131 von Amersham, Buckinghamshire, England; das Plasmid pUC18 von Pharmacia LKB, Uppsala, 
Schweden. 

Die verschiedenen benutzten Restriktionsendonukleasen gehoren zum Stand der Technik und sind 
kommerziell verfugbar. Die bei Verwendung dieser bekannten Restriktionsendonukleasen jeweils erforderli- 
chen Reaktions-, Kofaktor- und ubrigen Bedinungen sind ebenfalls bekannt. 

30 An das Schneiden von Vektoren mit Restriktionsendonukleasen kann sich gegebenenfalls eine Hydroly- 
se des terminalen S'-Phosphatrestes mit einer alkalischen Phosphatase (Dephosphorylierung) anschlieBen. 
Dadurch kann verhindert werden, dafi die beim Schneiden entstandenen Enden des restringierten Vektors 
mit sich selbst rekombinieren und somit die gewunschte Insertion eines Fremd-DNA-Fragmentes in die 
Restriktionsstelle verhindert wurde. Sofern in den Beispielen eine Dephosphorylierung des 5*-Endes 

35 vorgenommen wurde, geschah dieses in an sich bekannter Weise. Weitere Angaben zur Durchfuhrung einer 
Dephosphorylierung und zu dafUr benotigten Reagentien konnen Maniatis et al. (S. 133 - 134) entnommen 
werden. 

Partielle Hydrolyse bedeutet unvollstandige Verdauung von DNA durch eine Restriktionsendonuktease. 
Die Reaktionsbedingungen werden dabei so gewahlt, dafl in einem DNA-Substrat zwar an einigen, nicht 

40 aber an alien Erkennungsstellen fur die eingesetzte Restriktionsendonuklease geschnitten wird. 

Zur Gewinnung und Isolierung von bestimmten DNA-Fragmenten, z.B. nach Behandlung von DNA mit 
Restriktionsendonukleasen, wurden die angefallenen DNA-Fragemente in an sich bekannter Weise durch 
Gelelektrophorese (z.B. auf Agarosegel) getrennt, nachfolgend uber das Molekulargewicht (Bestimmuhg 
durch Vergleich mit Referenz-DNA-Fragmenten mit bekanntem Molekulargewicht) identifiziert und die 

45 gewunschten DNA-Fragmente aus den entsprechenden Gelzonen abgetrennt. 

Behandlung mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aus E. coli bedeutet ein Verfahren zum 
Auffullen der inneren 3'-Enden von doppelstrangiger DNA mit Nukleotiden, die zu den Nukleotiden der 
jeweiligen uberstehenden 5'-Enden des DNA-Doppelstranges komplementar sind. Das Klenow-Fragment 
sowie fur die Klenow-Behandlung benotigte Reagentien sind im Stand der Technik bekannt und kommer- 

50 ziell verfugbar. Details zur Klenow-Behandlung sind z.B. aus Maniatis et al. (S. 107 bis 108) entnehmbar. 

Ligation (ligieren) bedeutet ein Verfahren zur Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen DNA- 
Fragmenten (siehe z.B. Maniatis et al., S. 146). Ligationen konnen unter an sich bekannten Bedingungen, 
z.B. in einem Puffer mit etwa 10 Units T4-DNA-Ligase pro 0,5 ug einer etwa gleich molaren Menge der zu 
ligierenden DNA-Fragmente, ausgefuhrt werden. 

55 Unter Transformation wird die Einschleusung von DNA in einen Mikroorganismus verstanden, so dafl 
die DNA in diesem repliziert bzw. exprimiert werden kann. FOr die Transformation von E. coli ist z.B. die 
Calciumchloridmethode nach Mandel et al. (1970, J. Mol. Biol. 53: 159) Oder nach Maniatis et al. (S. 250 bis 
251) geeignet. Fur Bacillus-Spezies ist z.B. die Methode Anagnostopoulos et al. (1961, J. Bad. 81: 741 - 
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746) geeignet. 

Ein Linker ist ein kurzkettiges doppelstrangiges DNA-Fragment, welches einige Erkennungsstelien fUr 
Restriktionsendonukleasen aufweist und sich zurn Verbinden von DNA-Fragmenten eignet. Linker werden 
z.B. beim Rekombinieren von DNA-Fragmenten zu einem Vektor eingesetzt und konnen zur EinlGhrung 
5 bestimmter Erkennungsstelien fur Restriktionsendonukleasen in diesen Vektor dienen. 

Eine Polyklonierungsstelle (Polylinker) ist ein kurzes bis mittleres doppelstrangiges DNA-Fragment, 
welches eng benachbart eine Vielzahl von Erkennungsstelien fUr Restriktionsendonukleasen aufweist Eine 
in den Beispielen verwendete, aus dem Vektor M13tg131 entstammende, Polyklonierungsstelle besitzt z.B. 
eine Grofle von etwa 0,07 KB (Kilo Basenpaare) und weist Erkennungsstelien fOr 14 verschiedene 
10 Restriktionsendonukleasen auf. 

Der im Beispiel 1 eingesetzte und als Bacillus atcalophilus HA1 benannte Bacillus alcalophilus-Stamm 
ist bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSM) mit der DSM-Nummer 5466 am 28. Juli 1989 
hinterlegt worden. Andere verwendete Mikroorganismen sind kauflich verfugbar, z.B. Bacillus subtilis BD 
244 (Bacillus Genetic Stock Center 1 A 46) Oder Bacillus subtilis BD 366 (Bacillus Genetic Stock Center 1 E 
is 6). 

Beispiel 1 

Herstellung einer genomischen DNA-Bibliothek und Isolierung des Gens fUr ein Enzym am Beispiel von B. 

20 alcalophilus und dessen hochalkalischer Protease 

Aus dem Naturisolat Bacillus alcalophilus HA1 (hinterlegt bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganis- 
men unter der Nummer DSM 5466) wurde nach der Methode von Saito et al. (1963, Biochim.Biophys. Acta. 
72:619-629) chromosomale DNA isoliert und mit der Restriktionsendonuklease Sau3A partiell hydrolisiert. 
Die Restriktionsfragmente wurden durch Elektrophorese auf einem Agarosegel aufgetrennt und die Frag- 

25 mente mit einer Grofle von 3 bis 8 Kilobasen (KB) wurden isoliert. 

Die isolierten und groflenselektierten DNA-Fragmente aus Bacillus alcalophilus HA1 wurden mit Vektor-DNA 
des Plasmids pUB 110 (Gewinnung wie in Beispiel 7 beschrieben) in vitro neukombiniert. 
Hierzu wurde das Plasmid pUB110 zunachst mit der Restriktionsendonuklease BamHI restringiert und 
anschliefiend mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm dephosphoryliert. Anschliefiend wurden 2 ug der 

30 restringierten und dephosphorylierten Vektor-DNA mit 8 ug der Bacillus alcalophilus DNA-Fragmente in 
einem Gesanitvolumen von 100 ul mit T4-DNA Ligase 24 h bei 16 °C inkubiert. 

Mit der erhaltenen in vitro neukombinierten DNA wurden Protoplasten des Stammes Bacillus subtilis BD224 
nach der von S. Chang und N. Cohen (1979, Mol. Gen. Genet. 168: 111-115) beschriebenen Methode 
transformiert. Die Transformanten wurden auf Platten mit Neomycin selektiert und anschliefiend auf 

35 Magermilchagar uberfuhrt. Unter 13800 untersuchten Transformanten wurde eine gefunden, die durch 
Proteolyse des Magermilchagars einen deutlich grofleren Hof bildete. Aus diesem Klon wurde die Plasmid- 
DNA nach Maniatis et al. isoliert. Das in diesem Plasmid enthaltene klonierte Fragment aus der B. 
alcalophilus-DNA hatte eine Grofle von 4,1 KB und enthielt die vollstandige Information fur die hochalkali- 
sche Protease aus Bacillus alcalophilus HA1. 

40 Zur Vereinfachung des weiteren Verfahrens wurde das 4,1 KB groGe DNA-Fragment zunachst in der Grofle 
reduziert. Hierzu wurden die auf dem DNA-Fragment befindlichen Erkennungsstelien fur Restriktionsendo- 
nukleasen durch Schneiden des Plasmids mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen und Auftrennung 
der Fragmente der restringierten DNA durch Elektrophorese auf einem Agarosegel ermittelt. Es wurde ein 
2,3 KB grofles, durch Schneiden mit den Restriktionsendonukleasen Aval und Hindlll erhaltliches DNA- 

45 Fragment ermittelt, welches die vollstandige Information fur die hochalkalische Protease aufwies und 
welches fur das weitere Verfahren verwendet wurde. Hierzu wurde das obige Plasmid mit dem 4,1 KB- 
Fragment mit den Restriktionsendonukleasen Aval und Hindlll restringiert. Das 2,3 KB grofle DNA-Fragment 
wurde isoliert und mit dem Vektor pUB131 (Gewinnung wie in Beispiel 7 beschrieben), der zuvor ebenfalls 
mit Aval und Hindlll geschnitten wurde, ligiert. 

50 Das erhaltene Plasmid, das die Bezeichnung pCLEAN4 erhielt, wurde in den Stamm B. subtilis BD224 
eingebracht. Die Transformanten waren in der Lage, die hochalkalische Protease auszuscheiden, was zeigt, 
dafl das Aval/Hindlll-Fragment das vollstandige Strukturgen fQr die hochalkalische Protease aus B. alcalo- 
philus HA1 enthalt. Die Restriktionskarte des Plasmids pCLEAN4 ist in Fig. 2 wiedergegeben. 

55 Beispiel 2 

Sequenzierung von Strukturgenen am Beispiel der hochalkalischen Protease aus B. alcalophilus 

Zur Herstellung von Einzelstrang-DNA des Proteasestrukturgens wurde das Plasmid pCLEAN4 mit den 
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Restriktionsendonukleasen Aval und Hindlll geschnitten und das etwa 2,3 KB grofle Aval/Hindlll-DNA- 
Fragment (Proteasestrukturgen) in den Phagemiden pBS ( + ) Oder pBS (-) eingebracht. Die Nukleotidse- 
quenz des in den isolierten Einzelstrang-Phagemiden enthaltenen Proteasegens wurde nach der Dideoxy- 
Kettenterminator-Methode von Sanger et al. (1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463) und der Methode 

5 der basenspezifischen chemischen Spaltung des DNA-Einzelstranges nach Maxam et al. (1980, in Methods 
in Enzymology, Grossmann L, Moldave K., eds., Academic Press Inc., New York und London, Vol. 65, 499) 
bestimmt. Die ermittelte Nukleotidsequenz und die zugeordnete Aminosaurensequenz der Protease sind in 
Fig. 1 wiedergegeben. Der Start fur die Aminosaurensequenz der reifen hochalkalischen Protease in 
Position 1190 der Nukleotidsequenz wurde durch Aminosaurensequenzierung des N-terminalen Endes der 

w hochalkalischen Protease bestimmt. 

Beispiel 3 

Herstellung mutierter DNA-Sequenzen durch gerichtete Mutagenese 
75 Die gerichteten Mutationen wurden in DNA-Teilsequenzen des Proteasestrukturgens mit der von Kunkel, 

T.A. (1985, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 82:488-492) beschriebenen "primer extension" Technik durchgefuhrt. 

Hierzu wurden die Plasmide pCLMUTNl (Herstellung wie in Beispiel 4 beschrieben) und pCLMUTCl 

(Herstellung wie in Beispiel 5 beschrieben), die zunachst wie nachfolgend beschrieben in ihre uracylierten, 

einzelstrangigen Analoga umgewandelt wurden, eingesetzt. Die Ausgangsvektoren pCLMUTNl und 
20 pCLMUTCl enthalten nicht die gesamte DNA-Sequenz des Proteasestrukturgens aus B. alcalophilus HA1, 

sondern nur die N-terminale Halfte (pCLMUTNl) Oder die C-terminale Halfte (pCLMUTCl) desselben. 

Diese Vektoren sind als Abkommlinge eines Phagemiden in gewissem Umfange zur Bildung von 

Einzelstrang-Vektor-DNA befahigt, die unter den hier gegebenen Bedinungen aus dem zur Replikation 

dienenden Wirtsorganismus ausgeschleust und isoliert werden konnte. 
25 Jeder dieser Vektoren wurde nach Maniatis et al. (S. 250 bis 251) mit Hilfe der CaCl2 Methode in E. coli 

CJ236 als Wirtsorganismus eingebracht. 

Da das Bakterium E. coli CJ236 (Uracil-N-Glycosylase-Mangelmutante) bei der Replikation von Vektoren 
statt Thymin das Nukleotid Uracil in die DNA-Sequenz des Vektors einbaut, wurden durch Kultivierung der 
vorstehenden Transformanten die Uracil-haltigen Analoga des Vektors pCLMUTNl oder pCLMUTCl erhal- 

30 ten. Diese Uracil-enthaltenden Vektoren sind von den gewohnlichen Thymin-enthaltenden Vektoren bei in 
vitro-Reaktionen nicht unterscheidbar. Der Uracil-Gehalt in der Vektor-DNA stort in vitro DNA-Synthesen 
nicht, da Uracil weder in vitro noch in vivo mutagen ist und Uracil gleichermaflen wie Thymin codiert. 
Uracylierte Vektoren lassen sich vorteilhaft fur die nachfolgenden in vitro Reaktionen der gerichteten 
Mutagenese einsetzen. Nach Beendigung der Reaktionen kann der Uracil-haltige DNA-Einzelstrang, der als 

35 Matrize zur Erzeugung mutierter DNA-Strange (Vektoren) diente, durch Behandlung mit Uracil-N-Glycosyla- 
se beseitigt werden, ohne dafl es einer phanotypischen Selektion von Mutanten bedarf. Die Glycosylase- 
Behandlung kann sowohl mit dem isolierten Enzym als auch mit einem durch Vektor-DNA transformierten E. 
coli-Stamm mit Uracil-N-Glycosylase-Aktivitat durchgefuhrt werden. 

Die fur die gerichtete Mutagenese als Matrize benotigte, uracylierte einzelstrangige DNA der Vektoren 
40 pCLMUTNl und pCLMUTCl wurde hergestellt, indem mit einem der beiden Vektoren transformierte E. coli 
CJ236-Bakterien kultiviert wurden, die zusatzlich mit dem Helfer-Phagen M13K07 infiziert wurden. 
Der Helfer-Phage selbst ist kaum vermehrungsfahig und zeigt keine storende Interaktion mit der Vektor- 
DNA der Vektoren pCLMUTNl oder pCLMUTCl. Seine Aufgabe besteht in der Synthese von Hullproteinen 
fur die gebildete uracylierte einzelstrangige Vektor-DNA. Umhullte Einzelstrang-Vektor-DNA wird aus dem 
45 Wirtsorganismus E. coli CJ236 ausgeschleust und kann aus dem Kulturmedium isoliert werden. Durch die 
Mithilfe des Helfer-Phagen wird die qualitative und quantitative Ausbeute an (hier an uracylierter) 
Einzelstrang-Vektor-DNA wesentlich erhoht. 

Die isolierten, uracylierten DNA-Einzelstrang-Vektoren pCLMUTNl oder pCLMUTCl wurden mit den nach 
Beispiel 6 hergestellten, synthetischen Oligonukleotiden hybridisiert, die eine Mutationsstelle enthielten und 
so gleichzeitig als Primer fur die nachfolgende Erganzung zum vollstandigen DNA-Doppelstrang mit Mutation 
dienten. 

Die Synthese des zweiten DNA-Stranges wurde unter Zugabe von Nukleotiden mit T4-DNA-Polymerase und 
die nachfolgende Ligation des neugebildeten Stranges mit T4-DNA-Ligase durchgefuhrt (Kunkel et al. 1987, 
Methods in Enzymol. 154, 367-382). Die gebildete Doppelstrang-Vektor-DNA wurde in E. coli MC1061 
55 transformiert und die mutierten Vektoren wurden durch Uberprufen der entsprechenden unitaren 
Restriktionsendonukleasen-Erkennungsstellen, die mit den synthetischen Oligonukleotiden eingefuhrt bzw. 
entfemt wurden, identifiziert. 
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Beispiel 4 

Konstruktion des Vektors pCLMUTNl 

Das in Beispiel 1 hergestellte Plasmid pCLEAN4 wurde mit Aval geschnitten. Die uberstehenden Enden 
5 ("sticky ends") wurden unter Zugabe der benotigten Nukleotide mit Hilfe des Klenow-Fragments der E. coli 
DNA-Polymerase I (Maniatis et al., S. 114) zum DNA-Doppelstrang aufgefUllt. Nach anschlieBender Restrik- 
tion dieser DNA mit Xbal wurde das N-terminale 1618 Basenpaar (BP) umfassende Fragment des 
Proteasegens isoliert und in die Smal/Xbal-Stelle von pBS kloniert. Der resultierende Vektor erhielt die 
Bezeichnung pCLMUTNl . Die Restriktionskarte dieses Vektors ist in Fig. 4 wiedergegeben. 

10 

Beispiel 5 

Kontruktion des Vektors pCLMUTCI 

Das in Beispiel 1 hergestellte Plasmid pCLEAN4 wurde mit den Restriktionsendonukleasen Xbal und 
75 Asp718 geschnitten. Das 658 BP umfassende Xbal/Asp718-Doppelstrang-DNA-Fragment, welches die C- 
terminale Halfte des Proteasestrukturgens umfaBt, wurde in die Xbal/Asp718-Stelle von pBS kloniert. Der 
resultierende Vektor erhielt die Bezeichnung pCLMUTCI. Die Restriktionskarte des Vektors ist in Fig. 5 
wiedergegeben. 

20 Beispiel 6 

Synthese kunstlicher Oligonukleotide fUr die gerichtete Mutagenese 

Synthetische Oligonukleotide wurden nach Beaucage S.L. und Caruthers M.H. (1981, Tetrahedron Letters 
22: 1859 - 1862) mit /S-Cyanoethyl-phosphoramidit in einem Cyclone Synthetiser (Biosearch) hergestellt. Die 

25 erhaltenen Oligonukleotide wurden gereinigt durch Elution aus Polyacrylamidgelen und anschlie/tende 
Entsalzung mit Hilfe von Sephadex-G25-Saulen. Beispiele fur die synthetisierten Nukleotidsequenzen und 
deren Eigenschaften sind in Fig. 3 wiedergegeben. Die Sequenzen der synthetischen Oligonukleotide, die 
im Verfahren nach Beispiel 3 zur Einfuhrung der Mutationen in das Proteasegen dienten, waren so gewahlt, 
dafl sie die nachfolgenden Bedingungen erfullten. 

30 - Die DNA-Sequenz der synthetischen Oligonukleotide war zur entsprechenden Sequenz des Protease- 
gens noch soweit komplementar, daB ausreichende Hybridisierungsfahigkeit derselben sichergestellt 
war. 

- Austausch eines Oder mehrerer Nukleotide innerhalb des Codons, welches fur die auszutauschende 
Aminosaure codiert, durch andere Nukleotide, so dafl dieses mutierte Codon nunmehr fur eine 

35 Aminosaure mit einem volumino seren und/oder ionischen Aminosaurerest codierte (Mutationen). FOr 

die neue Aminosaure wurde dasjenige Codon eingesetzt, welches im Proteasegen fUr die entspre- 
chende Aminosaure am haufigsten vorgefunden wurde. 

- Austausch von weiteren Nukleotiden innerhalb anderer Codons, so da/* die ursprOngliche Codierung 
der Aminosaure zwar erhalten blieb, aber dadurch im Proteasegen vorkommende Erkennungssequen- 

40 zen fUr Restriktionsendonukleasen entfernt Oder neue erzeugt wurden. Diese dienten im Verfahren 

nach Beispiel 3 zur Erleichterung des Screenings nach den Vektoren mit den mutierten DNA- 
Sequenzen fur die neuen hochalkalischen Proteasen. 

Beispiel 7 

45 

Isolierung und Reinigung des Plasmids pUB110 und Konstruktion des Vektors pUB131 
Aus dem Stamm Bacillus subtilis BD366 wurde nach der Methode von T.J. Gryczan et al. (1978, J. 
Bacteriol. 134: 318-329) das Plasmid pUB110 isoliert und anschlieBend nach Maniatis et al. (S. 93) Giber 
Casiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation gereinigt. Der Vektor pUB110 enthalt eine nur einmal vorkom- 
50 mende Restriktionsstelle fur die Restriktionsendonuklease BamHI und als Marker eine DNA-Sequenz, die fur 
Antibiotikaresistenz gegenuber Neomycin codiert, sowie fur die Replikation in Bacillus-Spezies benotigte 
DNA-Sequenzen ("origin of replication"). 

Das vorstehend erhaltene Plasmid pUB110 wurde mit EcoRI und BamHI restringiert. Das kleinere Fragment 
(790 BP) wurde ersetzt durch einen aus 67 Basenpaaren bestehenden Polylinker, der zuvor als EcoRI/Bglll- 
55 Fragment aus dem Vektor M13tg131 isoliert worden war. Der so erhaltene Vektor mit der Bezeichnung 
pUB131 ist somit ein Abkommling von pUB110, bei dem das etwa 0,8 KB grofle EcoRI/BamHI Fragment 
deletiert und dafUr eine Polyklonierungsstelle eingebaut wurde. 
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Beispiel 8 

Konstruktion der Vektoren pUBC131 und PUBC132 

Das Plasmid pUC18 wurde mit Aatll und Pvull geschnitten. Das 1990 Basenpaar grofle Fragment mit dem 

5 0-Lactamase-Gen und dem E. coli "origin of replication" wurde isoliert. Die uberstehenden Enden ("sticky 
ends") wurden unter Zugabe der benotigten Nukleotide mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der E. coli DNA- 
Polymerase I (Maniatis et al., S. 114) zum DNA-Doppelstrang aufgefullt. Das Fragment wurde anschlieflend 
in die SnaBI-Stelle des nach Beispiel 7 erhaltenen Vektors pUB131 eingebaut, wodurch der Vektor mit der 
Bezeichnung pUBCl31 erhalten wurde. 

w Das 2187 BP EcoRI/Bglll-Fragment des vorstehend erhaltenen Vektors pUBC131 wurde in die 
EcoRI/BamHI-Stelle von pBS ( + ) subkloniert, wobei man den Vektor mit der Bezeichnung pBSREPU erhielt. 
Anschlie/tend wurde die Ncol- bzw. Styl-Erkennungsstelle, die in der DNA-Sequenz fOr das repU-Polypeptid 
im Vektor pBSREPU vorhanden ist (I. Maciag et al. 1988, Mol. Gen. Genet. 212: 232-240), durch gerichtete 
Mutagenese eliminiert, indem die Nukleotidsequenz CCA TGG durch die Nukleotidsequenz CCG TGG 

75 (beide Nukleotidsequenzen codieren fur die Aminosaurenfolge Tryptophan-Prolin) ersetzt wurde. Die Durch- 
fuhrung war analog der Verfahrensweise des Beispiels 3. Hierzu wurde uracylierte einzelstrangige DNA des 
Vektors pBSREPU als Matrize fur die gerichtete Mutation zur Eliminierung der Ncol- bzw. Styl-Erkennungs- 
stelle hergestellt. Anschlieflend wurde diese Matrize analog zur im Beispiel 3 beschriebenen "primer 
extension "-Technik unter Verwendung des folgenden synthetischen Oligonukleotids (hergestellt und gerei- 

20 nigt analog zum Verfahren zur Herstellung der synthetischen Oligonukleotide des Beispiels 6) 

Ncol /Sty I 
Pro Trp 

OriginSre repU-Sequenz : AAA GTG AGA CCA TGG AGA GAA AA 
Synthetische repU-Sequenz : AAA GTG AGA CCg TGG AGA GAA AA 

30 zum DNA-Doppelstrang-Vektor erganzt und durch Transformation und Kultivierung von E. coli MC1061 die 
nunmehr Ncol- bzw. Styl-Erkennungstellen-freien Vektoren isoliert. Das 1726 BP EcoRI/Apal-Fragment des 
isolierten Vektors wurde in die EcoRI/Apal-Stelle von pUBC131 eingefuhrt. Der neue Vektor, dessen 
Restriktionskarte in Fig. 6 wiedergegeben ist, erhielt die Bezeichnung pUBC132. 

35 Beispiel 9 

Konstruktion des Plasmids pAL1 P 

Das Plasmid pALI P wurde hergestellt durch Ligation der folgenden drei Elemente: 

- das 2218 Basenpaar grofle Aval/Ncol-Fragment von pCLEAN4; das Fragment enthalt den Promotor 
40 und die Prepro-Region der hochalkalischen Ausgangsprotease. 

- der folgende synthetische Linker mit einzelnen Erkennungsstellen fur die Restriktionsendonukleasen 
Ncol, Xbal und Asp718, die die Einfuhrung der mutierten N-terminalen bzw. C-terminalen Halften des 
Proteasegens aus den mutierten Vektoren pCLMUTI bzw. pCLMUTCI Oder die Einfuhrung des 
gesamten Gens der Ausgangsprotease aus dem Plasmid pCLEAN4 ermoglichen; 



45 



50 



5' - CCATGGTCTAGAGGTACCA - 3' 

3' - CAGATCTCCATGGTTCGAA - 5' 

A A A A 

Ncol Xbal Asp718 

Hindi I I 



55 Der vorstehende doppelstrangige synthetische Linker mit uberstehenden 5'-Enden wurde hergestellt, 

indem man zunachst die beiden Einzelstrang-DNA-Sequenzen analog zur Synthese der synthetischen 
Oligonukleotide in Beispiel 6 jeweils fur sich herstellte und reinigte. Die so erhaltenen Einnzelstrange 
wurden nachfolgend miteinander zum Doppelstrang hybridisiert. 
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- das 5776 Basenpaar gro/te Aval/Hindlll-Fragment aus dem in Beispiel 8 hergestellten Vektor 
pUBCl32; dieses Fragment enthalt DNA-Sequenzen zur Replikation und selektierbare Marker in E. 
coli, sowie DNA-Sequenzen zur Replikation und selektierbare Marker in B. subtilis, B. licheniformis 
und B. alcalophilus. 

5 Die Konstruktion des Vektors pAL1P wurde in E. coli MC1061 durchgefuhrt und der Vektor aus Ampicillin- 
resistenten E. coli-Transformanten isoliert. Die Restriktionskarte des erhaltenen Vektors ist in Fig. 7 
wiedergegeben. 

Beispiel 10 

10 

Konstruktion der Plasrnide pAL1 N und pALlC 

Die Konstruktion der Vektoren pAL1N und pAHC wurde in E. coli MC1061 durchgefuhrt, wobei die 
Vektoren aus Ampicillin-resistenten E. coli-Transformanten isoliert wurden. 

Das Plasmid pAL1N wurde konstruiert, indem zunachst der in Beispiel 1 erhaltene Vektor pCLEAN4 mit den 
is Restriktionsendonukleasen Ncol und Xbal geschnitten und das erhaltene Ncol/Xbal-Fragment anschlie/tend 
in die Ncol/Xbal-Stelle des Vektors pAL1P (hergestellt nach Beispiel 9) kloniert wurde. Der hergestellte 
Vektor enthielt den N-terminalen Teil der DNA-Sequenz, die fur das reife Enzym codiert, und die 
regulatorischen Elemente fur die Transkription und Translation der hochalkalischen Protease, sowie die 
Signal-Sequenz und die Processing-Sequenz. 
20 Das Plasmid pAHC wurde konstruiert, indem zunachst der in Beispiel 1 erhaltene Vektor pCLEAN4 mit den 
Restriktionsendonukleasen Xbal und Asp718 geschnitten und das erhaltene Xbal/Asp718-Fragment in die 
Xbal/Asp718-Stelle des Vektors pAL1P (hergestellt nach Beispiel 9) kloniert wurde. Der hergestellte Vektor 
enthielt den C-terminalen Teil der DNA-Sequenz, die fur die reife Protease codiert, und die regulatorischen 
Elemente fur die Transkription und Translation der hochalkalischen Protease, sowie die Signal-Sequenz und 
25 die Processing-Sequenz. 

Beispiel 1 1 

Kontruktion der Expressionsvektoren pAL1 NC 

30 Es wurden Expressionsvektoren mit Mutationen im C-terminalen Teil der Protease-DNA-Sequenz, Expres- 
sionsvektoren mit Mutationen im N-terminalen Teil der Protease-DNA-Sequenz und zu Vergleichszwecken 
auch Expressionsvektoren ohne Mutationen in der Protease-DNA-Sequenz hergestellt. Die Konstruktion der 
drei nachfolgend aufgefUhrten Expressionsvektoren wurde jeweils in E. coli MC1061 durchgefOhrt. Aus 
Ampicillin-resistenten E. coli-Transformanten wurden die Expressionsvektoren isoliert. Zur Expression mu- 

35 tierter und nicht-mutierter Proteasegene wurden die in diesem Beispiel hergestellten und isolierten Expres- 
sionsvektoren in B. subtilis BD224 eingebracht. Die Selektion erfolgte hier nach Neomycin- Oder 
Phleomycin-Resistenz. Die Transformanten waren zur Produktion der durch Mutation stabilisierten 
(Transformanten mit Vektoren aus Abschnitten A., B. dieses Beispiels) bzw. der nicht-mutierten 
(Transformanten mit Vektor aus Abschnitt C. dieses Beispiels) hochalkalischen Protease befahigt. Die 

40 Restriktionskarte der hergestellten Vektoren des Typs pAL1 NC ist in Fig. 8 wiedergegeben. 

A. Expressionsvektor mit Mutationen im N-terminalen Teil der DNA-Sequenz der Protease 

Der nach Beispiel 3 durch gerichtete Mutagenese erhaltene mutierte Vektor pCLMUTNl wurde mit den 
45 Restriktionsendonukleasen Ncol und Xbal geschnitten. Das isolierte Ncol/Xbal-Fragment (mutierter N- 
terminaler Teil des Proteasestrukturgens mit den Mutationen K27Q, I43R, I43K, I43Q, I43E, H118W, H118Y) 
wurde in die Ncol/Xbal-Stelle des nach Beispiel 10 erhaltenen Plasmides pAL1C kloniert. Die erhaltenen 
Vektoren stellten vollstandige Expressionsvektoren mit geeignetem Leseraster zur Expression der durch 
Mutation stabilisierten Proteasen dar. 

50 

B. Expressionsvektor mit Mutationen im C-terminalen Teil der DNA-Sequenz der Protease 

Der nach Beispiel 3 durch gerichtete Mutagenese erhaltene mutierte Vektor pCLMUTCI wurde mit den 
Restriktionsendonukleasen Xbal und Asp718 geschnitten. Das isolierte Xbal/Asp718-Fragment (mutierter C- 
55 terminaler Teil des Proteasestrukturgens mit den R143N, R143S, R143T, R164Q, N237P, T249R, T249K, 
T249Q, T249E) wurde in die Xbal/Asp718-Stelle des nach Beispiel 10 erhaltenen Plasmides pAL1N kloniert. 
Die erhaltenen Vektoren stellten vollstandige Expressionsvektoren mit geeignetem Leseraster zur Expres- 
sion der durch Mutation stabilisierten Proteasen dar. 
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c. Expressionsvektor mit der nicht-mutierten DNA-Sequenz der Ausgangsprotease 

Der Expressionsvektor mit dem nicht-mutierten Ausgangsstrukturgen der Protease wurde erhalten, 
indem entweder das nicht-mutierte Ncol/Xbal-Fragment aus dem nach Beispiel 1 erhaltenen Plasmid 
5 pCLEAN4 in die Ncol/Xbal-Stelle von pAHC (Beispiel 10) kloniert wurde; Oder indem das Xbal/Asp718- 
Fragment aus dem nach Beispiel 1 erhaltenen Plasmid pCLEAN4 in die Xbal/Asp718-Stelle von pAL1N 
(Beispiel 10) kloniert wurde. Die so erhaltenen Vektoren waren vollstandige Expressionsvektoren mit 
geeignetem Leseraster zur Expression der Ausgangsprotease. 

w Beispiel 12 

Herstellung der durch Mutation stabilisierten hochalkalischen Proteasen und zu Vergleichszwecken auch der 
unstabilisierten Ausgangsprotease 

50 ml Vorkulturmedium (20 g Tryptone, 10 g Hefe-Extrakt, 5 g NaCI, 75 g losliche Starke, 10 ml 
75 Maisquellwasser pro Liter) wurden mit einer Kolonie der zu testenden Stamme (jeweils mit einem der nach 

Beispiel 1 1 hergestellten Vektoren pAL1 NC transformierte B. subtilis BD224) beimpft. Die Kultur wurde fUr 

16 h bei 37 *C und 250 Upm inkubiert. Mit 2,5 ml dieser Kultur wurden 50 ml Hauptkulturmedium (30 g 

Sojamehl, 90 g Kartoffelstarke, 10 g Na-Caseinat und 10 ml Maisquellwasser pro Liter) beimpft. 

Die Hauptkultur wurde unter den gleichen Bedingungen wie die Vorkultur inkubiert. Nach 72 h wurden die 
20 Kulturen zentrifugiert Die gebildeten Proteasen wurden aus den KulturGberstanden mit Aceton gefallt und 

anschliefiend wie folgt gereinigt: Kationenaustauscher Mono S, FPLC; Elution mit ansteigendem Gradient 20 

mM bis 200 mM Ammoniumacetat, pH = 6. 

Es wurden einerseits die Ausgangsprotease und andererseits die stabilisierten Proteasen der Aminosauren- 
sequenz der Fig. 1 mit den Mutationen K27Q, I43K, I43Q, I43E, H118, H118Y, R143N, R143S, R143T, 
25 R164Q, N237P, T249R, T249K, T249Q und T249E gewonnen. 

Beispiel 13 

Waschleistungen der durch Mutation stabilisierten hochalkalischen Proteasen 
30 Die Waschleistungen erfindungsgemafi stabilisierter Proteasen wurde in Waschversuchen mit unterschiedli- 
chen Waschmitteln und fur unterschiedlich verschmutzte Gewebe ermittelt. 

Beispiel 13a 

35 Es wurde die Waschleistung der Proteasen durch Waschversuche am Testgewebe EY-PC (Eigelb/Tusche- 
Anschmutzung auf Polyester-Baumwolle-Mischgewebe - eigene Herstellung) in Laborwaschmaschinen (Typ: 
Polycolor) bestimmt. Hierzu wurden das Testgewebe mit einer wafirigen Waschlauge, der die jeweils zu 
untersuchende Protease in einer Konzentration von 0.71 mg/l zugesetzt wurde, gewaschen. Als Waschmittel 
wurde eine fur ein pulverformiges Vollwaschmittel ubliche Waschmittelformulierung mit ublichen Waschmit- 

40 telinhaltsstoffen (18,4 % Zeolith, 7,3 % Na 2 C0 3 , 4,8 % lineares Alkylbenzolsulfonat, 3,3 % Nonionics, 3,3 % 
Seife, 0,1 % Entschaumer, 1,5 % Carboxymethylcellulose, 0,15 % optischen Aufheller, 3,8 % Natrium-di- 
silikat, 25 % Perborat, 1,5 % TAED, 30,85 % Na2SO*) eingesetzt. Die Dosierung der Waschmittelformulie- 
rung in der Waschlauge betrug 6 g/l. Das verwendete Wasser hatte eine Wasserharte von 15 # dH (°dH = 
deutsche Harte). Gewaschen wurde im Temperaturbereich von 15 *C bis 60 *C fOr 45 min (2 # C/min; 22,5 

45 min Haltezeit bei 60 • C). Die enzymhaltige Waschlauge wirkte in einem rotierenden ProbengefaB, das Uber 
ein Wasserbad entsprechend dem Temperaturprogramm gesteuert wurde, auf das Testgewebe ein. Nach 
dem Waschvorgang wurde das Testgewebe zweimal mit Leitungswasser gespult und anschliefiend gebu- 
gelt. 

Die Waschleistung wurde durch Messung der Reflektion des gewaschenen Testgewebes mit Hilfe eines 
so Remissionsphotometers bestimmt. Zum Vergleich wurde ebenfalls die Reflektion des unter gleichen 
Bedingungen nur mit der Waschmittelformulierung ohne Proteasezusatz gewaschenen Testgewebes ermit- 
telt. 

In Waschversuchen mit der durch Austausch in der Aminosaurensequenz in Position N237P stabilisierten 
Protease wurde eine urn 6,8 % hohere Reflektion des Testgewebes als bei ohne Proteasezusatz gewasche- 
55 nen Testgewebe gemessen. 



Beispiel 13b 
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Die Waschversuche wurden wie im Beispiel 13a beschrieben durchgefOhrt. Als Waschmittel wurde eine 
enzymfreie von Waschmittelherstellern beziehbare Waschmittelformulierung eingesetzt, wie sie fUr ein 
pulverformiges Kompaktvollwaschmittel Oblich ist. Die Dosierung der Waschmittelformulierung in der 
Waschlauge betrug 3 g/l. In diesen Versuchen wurde im Temperaturbereich 15 *C bis 40 °C fUr 45 min 

5 (2° C/min; 32,5 min Haltezeit bei 40 ° C) gewaschen. 

Als Testgewebe wurde ein mit Blut, Milch und Tusche angeschmutztes Polyester-Baumwolle-Mischgewebe 
(EMPA 117, bezogen von der Eidgenossischen Materialprufungsanstalt, St. Gallen, Schweiz) verwendet. 
Es wurden die in der nachfolgenden Tabelle 1 angegebenen Proteasen auf ihre Waschleistungen unter- 
sucht. Die angegebene Erhohung der Reflektion des gewaschenen Testgewebes bezieht sich dabei auf 

w unter gleichen Bedingungen ohne Proteasezusatz nur mit der Waschmittelformulierung gewaschenes 
Testgewebe. 

Tabelle 1 



Waschleistungen erfindungsgematf stabilisierter Proteasen auf Testgewebe EMPA 117 in 
Waschversuchen mit einer fur ein pulverformiges Kompaktvollwaschmittel ublichen 

Waschmittelformulierung 


Stabilisierte Protease durch Austausch in der 
Aminosaurensequenz in Position 


Erhohung der Reflektion des Testgewebes in Relation zu 
ohne Proteasezusatz gewaschenes Testgewebe in % 


I43Q 
I43K 
N114R/N237P 


21,3 
20,9 
20,7 



25 

Beispiel 13c 

Die Waschversuche wurden wie im Beispiel 13b beschrieben durchgefUhrt. Es wurde jedoch ein Testgewe- 
30 be EY-PC (Eigelb/Tusche-Anschmutzungen auf Polyester-Baumwolle-Mischgewebe - eigene Herstellung) 
verwendet. 

Es wurden die in der nachfolgenden Tabelle 2 angegebenen Proteasen auf ihre Waschleistungen unter- 
sucht. Wie bereits beschrieben, bezieht die angegebene Erhohung der Reflektion des Testgewebes sich auf 
ohne Proteasezusatz unter gleichen Bedingungen nur mit der Waschmittelformulierung gewaschenes 
35 Testgewebe. 

Tabelle 2 



Waschleistungen erfindungsgema/3 stabilisierter Proteasen auf Testgewebe EY-PC in 
Waschversuchen mit einer fOr ein pulverformiges Kompaktvollwaschmittel ublichen 

Waschmittelformulierung 


Stabilisierte Protease durch Austausch in der 
Aminosaurensequenz in Position 


Erhohung der Reflektion des Testgewebes in 
Relation zu ohne Proteasezusatz 
gewaschenes Testgewebe in % j 


I43Q 
I43K 


11,0 
7,7 



50 

Beispiel 13d 

Die Waschversuche wurden wie im Beispiel 13a beschrieben durchgefuhrt. Als Waschmittel wurde eine 
enzymfreie von Waschmittelherstellern beziehbare Waschmittelformulierung eingesetzt, wie sie fur ein 
55 Flussigvollwaschmittel ublich ist. Die Dosierung der Waschmittelformulierung in der Waschlauge betrug 4 
g/l. Gewaschen wurde im Temperaturbereich 15 *C bis 40 *C fur 45 min (2 • C/min; 32,5 min Haltezeit bei 
40 *C). Als Testgewebe wurde ein Testgewebe EY-PC (Eigelb/Tusche-Anschmutzungen auf Polyester- 
Baumwolle-Mischgewebe - eigene Herstellung) eingesetzt. 
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Es wurden die in der nachfolgenden Tabelle 3 angegebenen Proteasen auf ihre Waschleistungen unter- 
sucht. Die angegebene Reflektion des Testgewebes bezieht sich dabei auf ohne Proteasezusatz unter 
gleichen Bedingungen nur mit der Waschmittelformulierung gewaschenes Testgewebe. 

5 Tabelle 3 



Waschleistungen erfindungsgemaB stabilisierter Proteasen auf Testgewebe EY-PC in Waschversuchen 
mit einer fUr ein Flussigvollwaschmittel Gblichen Waschmittelformulierung 


Stabilisierte Protease durch Austausch in der 
Aminosaurensequenz in Position 


Erhohung der Reflektion des Testgewebes in Relation zu 
ohne Proteasezusatz gewaschenes Testgewebe in % 


T249K 
T249E 
I43E 


4,0 
5,3 
4,5 



In alien durchgefuhrten Waschversuchen wurde fur das unter Zusatz erfindungsgemafier Proteasen gewa- 
schene Testgewebe eine hohere Reflektion als bei fur mit der Waschmittelformulierung gewaschenes 
Testgewebe gemessen. Dies belegt die sehr guten Wascheigenschaften erfindungsgemafi stabilisierter 
20 Proteasen, wobei auch unterschiedliche Proteinverschmutzungen problemlos beim Waschgang aus dem 
Gewebe entfernt wurden. 

Patentanspruche 

25 1. Gegen destabilisierende Einwirkungen von ionischen Tensiden stabilisiertes Enzym, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl wenigstens eine der Aminosauren, die sich in einem hydrophoben Oberflachenbereich 
des Enzyms oder in direkter Nachbarschaft zu diesem hydrophoben Oberflachenbereich befinden, 
durch eine andere Aminosaure ausgetauscht ist, wobei 

(a) eine hydrophobe Aminosaure, deren Aminosaurerest an der Bildung eines hydrophoben Oberfla- 
30 chenbereiches beteiligt ist, in dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine Aminosaure 

mit ionischem Aminosaurerest befindet, durch eine andere Aminosaure mit hydrophilem Aminosau- 
rerest ausgetauscht ist, und/oder wobei 

(b) eine polare, ungeladene Aminosaure, die an einen hydrophoben Oberflachenbereich angrenzt, in 
dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine Aminosaure mit ionischem Aminosaurerest 

35 befindet, durch eine gegenuber der ursprunglichen Aminosaure sterisch anspruchsvollere Aminosau- 

re, vorzugsweise durch eine sterisch anspruchsvollere Aminosaure mit einem langkettigeren hydro- 
philen Aminosaurerest, ausgetauscht ist, und/oder wobei 

(c) eine ionische Aminosaure, die sich in raumlicher Nachbarschaft zu einem hydrophoben Oberfla- 
chenbereich befindet, durch eine Aminosaure mit einem ungeladenen hydrophilen Aminosaurerest 

40 oder durch eine geladene Aminosaure, deren Aminosaurerest eine zum ionischen Tensid gleichge- 

richtete Ladung aufweist, ausgetauscht ist. 

2. Stabilisiertes Enzym nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Enzyme in einem solchen 
hydrophoben Oberflachenbereich des Enzyms durch Austausch von Aminosauren stabilisiert sind, der 

45 als Vertiefung, insbesondere als Mulde, Senke oder Loch ausgebildet ist. 

3. Stabilisiertes Enzym nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Stabilitat des Enzyms gegen destabilisierende Einwirkung von anionischen Tensiden durch einen 
Aminosaureaustausch gemaB (a) oder (b) oder durch einen Austausch einer kationischen Aminosaure 

so durch eine Aminosaure mit einem ungeladenen hydrophilen oder mit einem anionischen Aminosaure- 
rest verbessert ist. 

4. Stabilisiertes Enzym nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, dafl das 
Enzym eine Protease, Lipase, Amylase oder Cellulase, vorzugsweise eine Protease ist. 

55 

5. Stabilisiertes Enzym nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Protease eine Bacillus- 
Protease, vorzugsweise ein Subtilisin ist. 
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Stabilisiesrtes Enzym nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl das Subtilisin eine hochalkalische 
Protease mit einer Aminosaurensequenz mit mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 %, 
insbesondere aber mindestens 95 % Homologie zu der in Fig. 1 angegebenen Aminosaurensequenz 
ist. 

Stabilisiertes Enzym nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafi die hochalkalische Protease durch 
Austausch von Aminosauren in wenigstens einer der Positionen 4, 14, 27, 39, 43, 47, 49, 77, 80, 89, 
111, 117, 118, 127, 143, 161, 164, 165, 208, 232, 233. 235, 237, 249 Oder 256, vorzugsweise 27, 43, 
118, 143, 164, 237 oder 249, der Fig. 1 oder in einer der dazu homolgen Positionen stabilisiert ist. 

Stabilisiertes Enzym nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, datf die hochalkalische Protease durch 
wenigstens einen der Aminosaureaustausche K27Q, I43R, I43K, I43Q, I43E, Y89Q, H118W, H118Y, 
R143N, R143S, R143T, R164Q, N237P, T249R, T249K, T249Q und T249E, mit den auf Fig. 1 
bezogenen Positionen, oder einen hierzu homologen Aminosaureaustausch stabilisiert ist. 

Verfahren zur Verbesserung der Stabilitat von Enzymen gegen destabilisierende Einwirkungen von 
ionischen Tensiden, dadurch gekennzeichnet, da/3 man wenigstens eine der Aminosauren, die sich in 
einem hydrophoben Oberflachenbereich des Enzyms oder in direkter Nachbarschaft zu diesem 
hydrophoben Oberflachenbereich befinden, durch eine andere Aminosaure austauscht, wobei 

(a) eine hydrophobe Aminosaure, deren Aminosaurerest an der Bildung eines hydrophoben Oberfla- 
chenbereiches beteiligt ist, in dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine AminosSure 
mit ionischem Aminosaurerest befindet, durch eine Aminosaure mit hydrophilem Aminosaurerest 
ausgetauscht wird, und/oder wobei 

(b) eine polare, ungeladene Aminosaure, die an einen hydrophoben Oberflachenbereich angrenzt, in 
dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine Aminosaure mit ionischem AminosSurerest 
befindet, durch eine gegenuber der ursprunglichen Aminosaure sterisch anspruchsvollere Aminosau- 
re, vorzugsweise durch eine sterische anspruchsvollere Aminosaure mit einem langkettigeren 
hydrophilen Aminosaurerest, ausgetauscht wird, und/oder wobei 

(c) eine ionische Aminosaure, die sich in raumlicher Nachbarschaft zu einem hydrophoben Oberfla- 
chenbereich befindet, durch eine Aminosaure mit einem ungeladenen hydrophilen Aminosaurerest 
oder durch eine geladene Aminosaure, deren Aminosaurerest eine zum ionischen Tensid gleichge- 
richtete Ladung aufweist, ausgetauscht wird. 

DNA-Sequenz, codierend fur eine hochalkalische Protease mit einer Aminosaurensequenz, welche 
mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 %, insbesondere aber mindestens 95 % Homologie zu 
der in Fig. 1 angegebenen Aminosaurensequenz aufweist und sich von dieser in wenigstens einer der 
Positionen 4, 14, 27, 39, 43, 47, 49, 77, 80, 89, 111, 117, 118, 127, 143, 161, 164, 165, 208, 232, 233, 
235, 237, 249 oder 256, vorzugsweise 27, 43, 118, 143, 164, 237 oder 249, der Fig. 1 oder in einer der 
dazu homologen Positionen dadurch unterscheidet, dafl Positionen mit 

(a) einer hydrophoben Aminosaure, deren Aminosaurerest an der Bildung eines hydrophoben 
Oberflachenbereiches beteiligt ist, in dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine Amino- 
saure mit ionischem Aminosaurerest befindet, durch eine andere Aminosaure mit hydrophilem 
Aminosaurerest ersetzt sind, und/oder daB Positionen mit 

(b) einer polaren, ungeladenen Aminosaure, die an einen hydrophoben Oberflachenbereich angrenzt, 
in dessen raumlicher Nachbarschaft sich wenigstens eine Aminosaure mit ionischem AminosSure- 
rest befindet, durch eine gegenuber der ursprunglichen Aminosaure sterisch anspruchsvollere, 
vorzugsweise durch eine sterisch anspruchsvollere Aminosaure mit einem langkettigeren hydrophi- 
len Aminosaurerest, ersetzt sind, und/oder da/3 Positionen mit 

(c) einer ionischen Aminosaure, die sich in raumlicher Nachbarschaft zu einem hydrophoben 
Oberflachenbereich befindet, durch eine Aminosaure mit einem ungeladenen hydrophilen Aminosau- 
rerest oder durch eine geladene Aminosaure, deren Aminosaurerest eine zum ionischen Tensid 
gleichgerichtete Ladung aufweist, ausgetauscht sind. 

Wasch- und Reinigungsmittelzusammensetzungen, insbesondere enhaltend ionische Tenside, vorzugs- 
weise anionische Tenside und ggf. weitere an sich ubliche Wasch- und Reinigungsmittelkomponenten, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Zusammensetzugen wenigstens ein stabilisiertes Enzym gemafl 
einem der AnsprOche 1 bis 8 enthalten. 
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Sequenzprotokoll 



ART DER SEQUENZ: 
SEQUENZL&NGE: 



Nucleotid mit entsprechendem Protein 
2280 Basenpaare 



STRANGFORM : 

TOPOLOGIE: 

ART DES MOLEKOLS: 



Einzelstrang 

linear 

Genom-DNA 



URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

ORGANISMUS: 

STAMM: 



Bacillus alcalophilus 
HA1 r DSM 54 66 



MERKMALE: 

von 1192 bis 1998 BP reifes Protein 



CTCGGGAAGC CGATTTGCTA CTGCATGTCG TCGATTATTC AAATGAACGC 50 

CATCGCGAAA TGGCAAAGAC GACAAATGAA ACACTCCAGG CAATGGAAAT 100 

CGATCGCCCG ATGATTTATG TTTACAACAA AATGGATCAA GTGAAAGACG 150 

CGTTTCCTCA AGCGCATGGC ACGAGCTGTT TATATCAGCT AAGGCTAAAC 200 

AAGGGCTTGA TTTATTAGCA CAGAAAATAG CAAGCTATGT TTTTCAAGAT 250 

TTTGAAAAAC ATCTGTTCAT CATTCCTTAT CGTGACGGGG AGGCGGCTGC 300 

TTATTTAAAC AACCATGCCC ATGTCCACAC ACAGCGTGCT GAGGAGGACG 350' 

GCTGGCATAT CGTTGCCGAT TTGCATGAAC GAGACTTAAA ACGGGTTGAA 400 

AGCTACTGTG TTTCAAAAGA ACGATAATGA AAAAAGCCAT TTGAATGCTT 450 

CTTGTTCAAA TGGCTTTTTG GCGACTATGG TAGACAGATG AACACTTGTT 500 

TCGCTGTTTT ACGACAAAGA TCATCTTGCC TGTTACGCGT TTTTTAAATC 550 

CGTTTTCGCA CGTTCAATTG TCGCCGAGTC GTACCAGTCG CTGTAAGTGA 600 

GAATATGTTT AGAAAGCCGC GTATTTAAGC GCAGTCTTTT TCGTTCTGTA 650 

CTGGCTGGTT TGTGGACAGT TTCCATACCC ATCAACCTCC TTTTATTTGT 700 

AGCTTTCCCC ACTTGAAACC GTTTTAATCA AAAACGAAGT GAGAAGATTC 750 

AGTTAACTTA ACGTTAATAT TTGTTTCCCA ATAGGCAAAT CTTTCTAACT 800 

TTGATACGTT TAAACTACCA GCTTGGACAA GTTGGTATAA AAATGAGGAG 850 

GGAACCGA ATG AAG AAA CCG TTG GGG AAA ATT GTC GCA 888 
Met Lys Lys Pro Leu Gly Lys He Val Ala 
-110 -105 

AGC ACC GCA CTA CTC ATT TCT GTT GCT TTT AGT TCA TCG 927 
Ser Thr Ala Leu Leu He Ser Val Ala Phe Ser Ser Ser 
-100 -95 -90 

ATC GCA TCG GCT GCT GAA GAA GCA AAA GAA AAA TAT TTA 966 
He Ala Ser Ala Ala Glu Glu Ala Lys Glu Lys Tyr Leu 
-85 -80 
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ATT GGC TTT AAT GAG CAG GAA GCT GTC AGT GAG TTT GTA 

He Gly Phe Asn Glu Gin Glu Ala Val Ser Glu Phe Val 

-75 -70 -65 

GAA CAA GTA GAG GCA AAT GAC GAG GTC GCC ATT CTC TCT 

Glu Gin Val Glu Ala Asn Asp Glu Val Ala He Leu Ser 

-60 -55 -50 

GAG GAA GAG GAA GTC GAA ATT GAA TTG CTT CAT GAA TTT 

Glu Glu Glu Glu Val Glu He Glu Leu Leu His Glu Phe 

-45 -40 

GAA ACG ATT CCT GTT TTA TCC GTT GAG TTA AGC CCA GAA 

Glu Thr He Pro Val Leu Ser Val Glu Leu Ser Pro Glu 

-35 -30 -25 

GAT GTG GAC GCG CTT GAA CTC GAT CCA GCG ATT TCT TAT 

Asp Val Asp Ala Leu Glu Leu Asp Pro Ala He Ser Tyr 

-20 -15 

ATT GAA GAG GAT GCA GAA GTA ACG ACA ATG GCG CAA TCA 

He Glu Glu Asp Ala Glu Val Thr Thr Met Ala Gin Ser 

-10 -5 1 

GTG CCA TGG GGA ATT AGC CGT GTG CAA GCC CCA GCT GCC 

Val Pro Trp Gly He Ser Arg Val Gin Ala Pro Ala Ala 

5 10 15 

CAT AAC CGT GGA TTG ACA GGT TCT GGT GTA AAA GTT GCT 

"His Asn Arg Gly Leu Thr Gly Ser Gly Val Lys Val Ala 

20 25 

GTC CTC GAT ACA GGT ATT TCC ACT CAT CCA GAC TTA AAT 

Val Leu Asp Thr Gly He Ser Thr His Pro Asp Leu Asn 

30 35 40 

ATT CGT GGT GGC GCT AGC TTT GTA CCA GGG GAA CCA TCC 

He Arg Gly Gly Ala Ser Phe Val Pro Gly Glu Pro Ser 

45 50 55 

ACT CAA GAT GGG AAT GGG CAT GGC ACG CAT GTG GCC GGG 

Thr Gin Asp Gly Asn Gly His Gly Thr His Val Ala Gly 

60 65 

ACG ATT GCT GCT TTA AAC AAT TCG ATT GGC GTT CTT GGC 

Thr He Ala Ala Leu Asn Asn Ser He Gly Val Leu Gly 

70 75 80 

GTA GCG CCG AGC GCG GAA CTA TAC GCT GTT AAA GTA TTA 

Val Ala Pro Ser Ala Glu Leu Tyr Ala Val Lys Val Leu 

85 90 

GGG GCG AGC GGT TCA GGT TCG GTC AGC TCG ATT GCC CAA 

Gly Ala Ser Gly Ser Gly Ser Val Ser Ser He Ala Gin 

95 100 105 

GGA TTG GAA TGG GCA GGG AAC AAT GGC ATG CAC GTT GCT 

Gly Leu Glu Trp Ala Gly Asn Asn Gly Met His Val Ala 

110 115 120 
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AAT TTG AGT TTA GGA AGC CCT TCG CCA AGT GCC ACA CTT 
Asn Leu Ser Leu Gly Ser Pro Ser Pro Ser Ala Thr Leu 
125 130 



GAG CAA GCT GTT AAT AGC GCG ACT TCT AGA GGC GTT CTT 
Glu Gin Ala Val Asn Ser Ala Thr Ser Arg Gly Val Leu 
135 140 145 



GTT GTA GCG GCA TCT GGG AAT TCA GGT GCA GGC TCA ATC 
Val Val Ala Ala Ser Gly Asn Ser Gly Ala Gly Ser He 
150 155 



AGC TAT CCG GCC CGT TAT GCG AAC GCA ATG GCA GTC GGA 
Ser Tyr Pro Ala Arg Tyr Ala Asn Ala Met Ala Val Gly 
160 165 170 



GCT ACT GAC CAA AAC AAC AAC CGC GCC AGC TTT TCA CAG 
Ala Thr Asp Gin Asn Asn Asn Arg Ala Ser Phe Ser Gin 
175 180 185 

TAT GGC GCA GGG CTT GAC ATT GTC GCA CCA GGT GTA AAC 
Tyr Gly Ala Gly Leu Asp He Val Ala Pro Gly Val Asn 
190 195 



GTG CAG AGC ACA TAC CCA GGT TCA ACG TAT GCC AGC TTA 
Val Gin Ser Thr Tyr Pro Gly Ser Thr Tyr Ala Ser Leu 
200 205 210 



AAC GGT ACA TCG ATG GCT ACT CCT CAT GTT GCA GGT GCA 
Asn Gly Thr Ser Met Ala Thr Pro His Val Ala Gly Ala 
215 220 

GCA GCC CTT GTT AAA CAA AAG AAC CCA TCT TGG TCC AAT 
Ala Ala Leu Val Lys Gin Lys Asn Pro Ser Trp Ser Asn 
225 230 235 



GTA CAA ATC CGC AAT CAT CTA AAG AAT ACG GCA ACG AGC 
Val Gin He Arg Asn His Leu Lys Asn Thr Ala Thr Ser 
240 245 250 



TTA GGA AGC ACG AAC TTG TAT GGA AGC GGA CTT GTC AAT 
Leu Gly Ser Thr Asn Leu Tyr Gly Ser Gly Leu Val Asn 
255 260 

GCA GAA GCG GCA ACA CGC TAATCAATAA AAAAAGCCTG TGCGGTTAAA 
Ala Glu Ala Ala Thr Arg 
265 

GGGCACAGCG TTTTTTTGTG TATGAATCGA AAAAGAGAAC AGATCGCAGG 
TCTCAAAAAT CGAGCGTAAA GGGCTGTTTA AAGCTCTTTA CGCTCGCAGG 
TCTTATCGCT ATACAATGGA AAATTCACGT CTTTTGACTT TCATGGCATA 
TTTATTTAAG TATTCGTTTG CTTTTTCGTA CTCTCCGTTT TTCTGGTACC 
ATTGCGCCAG CTCAATTGCA TAGTGGACTG GTTCTTCTTT ATTATCAAGC 
TT 
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(1) = Arainosaurenseqenz der Ausgangsprotease 

(2) = DNA-Sequenz der Ausgangsprotease 

(3) = Oligonukleotid 

(4) a Neue Amino satire 

I. Lys27 >Gln (K27Q) 

27 

(1) : Gly Ser Gly Val Lys Val Ala Val Leu Asp Thr Gly 

(2) : GGT TCT GGT GTA AAA GTT GCT GTC CTC GAT ACA GG 

Seal 

(3) : GGT TCT GGT GTA cAA GTT GC a GTa CT C GAT ACA GG 

(4) : Gin 



II. Ile43— ->Glu (I43E) 

43 

(1) : Ser Thr His Pro Asp Leu Asn lie Arg Gly Gly Ala Ser 

(2) : CC ACT CAT CCA GAC TTA AAT ATT CGT GGT GGC GCT AGC 

Xho2 

(3) : CC ACT CAT C CA GAt cTt AAT gaa CGT GGT GGC GCT AGC 

(4) : Glu 



• III. Ile43— >Lys (I43K) 

43 

(1) : Thr His Pro Asp Leu Asn lie Arg Gly Gly Ala 

(2) : ACT CAT CCA GAC TTA AAT ATT CGT GGT GGC GCT 

Swal 

(3) : ACT CAT CCA G At TTA AAT aaa CGT GGT GGC GCT 

(4) : Lys 



IV. Ile43 >Gln (I43Q) 



(1) : His Pro Asp Leu Asn lie Arg Gly Gly Ala Ser 

(2) : CAT CCA GAC TTA AAT ATT CGT GGT GGC GCT AGC 

BstXl 

(3) : CAT CCA GAC TTA A Ac caa CGT GGT GG C GCT AGC 

(4) : Gin 
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V. Ile43 >Arq (I43R) 

43 

(1) : His Pro Asp Leu Asn He Arg Gly Gly Ala Ser 

(2) : CAT CCA GAC TTA AAT ATT CGT GGT GGC GCT AGC 

Bgll 

(3) : CAT CCA GAC TTA AAT c qc CGT GGT GGC GCT AGC 

(4) : Arg 



VI. Hisll8 >Trp (H118W) 

118 

(1) : Asn Gly Met His Val Ala Asn Leu Ser 

(2) : C AAT GGC ATG CAC GTT GCT AAT TTG AGT TT 

Nrul 

(3) : C AAT GGC ATG tgg GTc GCq AA T TTG AGT TT 

(4) : Trp 



VII. Hisll8 >Tyr (H118Y) 

118 

- (1) : Gly Asn Asn Gly Met His Val Ala Asn Leu 

(2) : GGG AAC AAT GGC ATG CAC GTT GCT AAT TTG 

Fokl 

(3) : GGG AAC AAT GGg ATG tat GTT GCT AAT TTG 

(4) : — 



VIII. Arql43— >Asn (R143H) 

143 

(1) : Asn Ser Ala Thr Ser Arg Gly Val Leu 

(2) : AAT AGC GCG ACT TCT AGA GGC GTT CTT 

BatBl 

(3) : AAT AGC GCG AC T TCq Aat GGC GTT CTT 

(4) : Asn 
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IX. Arql43— >Ser (R143S) 

143 

(1) : Asn Ser Ala Thr Ser Arg Gly Val Leu 

(2) : AAT AGC GCG ACT TCT AGA GGC GTT CTT 

Tthllll 

(3) : AAT AGC G CG ACT TCq tc q GGC GTT CTT 

(4) : Ser 



X. Arql43 >Thr (R143T) 

143 

(1) : Asn Ser Ala Thr Ser Arg Gly Val Leu 

(2) : AAT AGC. GCG ACT TCT AGA GGC GTT CTT 

Sail 

(3) : AAT AGC GCG AC q TCq AcA GGC GTT CTT 

(4) : Thr 



XI. Arql64 — ->Gln (R164Q) 

164 

(1) : lie Ser Tyr Pro Ala Arg Tyr Ala Asn Ala 

(2) : ATC AGC TAT CCG GCC CGT TAT GCG AAC GCA 

Fspl 

(3) : ATC AGC TAT C Ct GCq Ca a TAT GCG AAC GCA 

(4) : Gin 



XII. Asn237 >Pro (N237P) 

237 

(1) : Asn Pro Ser Trp Ser Asn Val Gin lie Arg 

(2) : AAC CCA TCT TGG TCC AAT GTA CAA ATC CGC 

BstE2 

(3) : C CCA TCT T GG TCa cc a GTA CAA ATC CGC 

(4) : Pro 
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XIII. Thr249--->Arq (T249R) 

249 

(1) : Lys Asn Thr Ala Thr Ser Leu Gly Ser Thr 

(2) : AAG AAT ACG GCA ACG AGC TTA GGA AGC ACG 

Bsaal 

(3) : AAG AAT ACG GCA cqt A GC TTA GGA AGC ACG 

(4) : Arg 



XIV. Thr249 >Lys (T249K) 

249 

(1) : Lys Asn Thr Ala Thr Ser Leu Gly Ser 

(2) : AAG AAT ACG GCA ACG AGC TTA GGA AGC 

Hind3 

(3) : AAG AAT ACG GCA aa a AGC TTA GGA AGC 

(4) : Lys 



XV. Thr24 9 >Gln (T249Q) 

249 

(1) : Lys Asn Thr Ala Thr Ser Leu Gly Ser 

(2) : AAG AAT ACG GCA ACG AGC TTA GGA AGC 

Hind3 

(3) : AAG AAT ACG GCA ca a AGC TTA GGA AGC 

(4) : Gin 



XVI. Thr 249— >Glu (T249E) 

249 

(1) : Lys Asn Thr Ala Thr Ser Leu Gly Ser 

(2) : AAG AAT ACG GCA ACG AGC TTA GGA AGC 

Hind3 

(3) : AAG AAT ACG GCA g aa AGC TTA GGA AGC 

(4) : Glu 
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Fig. 5 
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Fig. 7 
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Fig. 11 




EP 0 525 610 A2 



Fig. 12 




